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KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
1 JOHDANTO 
 
Biofilmi on bakteerien muodostama yhteisö, joka koostuu bakteerien lisäksi niiden 
itsensä ympärilleen tuottamasta ekstrasellulaarimatriksista. Biofilmi on aina 
kiinnittyneenä johonkin rajapintaan, tyypillisimmin kiinteän ja nesteen rajapinnalle 
(Costerton ym. 1995; Flemming ja Wingender 2010). Se voi olla joko yhden tai 
useamman lajin muodostama yhteisö (Wolcott ym. 2012; Singh A ym. 2013). Bakteerien 
lisäksi biofilmejä muodostavat hiivat joko yksin tai yhdessä bakteerien kanssa (Chandra 
ym. 2007; Harriott ja Noverr 2009).  Bakteerit pystyvät muodostamaan biofilmin sekä 
elävälle että elottomalle pinnalle (Cunliffe ym. 1999; James ym. 2008). Bakteerien 
fenotyyppi muuttuu niiden siirtyessä planktonisesta muodosta biofilmiä muodostavaan 
muotoon. Ne lisäävät adheesioproteiinien tuotantoa kiinnittyäkseen pintaan lujemmin ja 
alkavat tuottaa ympärilleen polymeereistä koostuvaa matriksia (Drenkard ja Ausubel 
2002; Jakubovics ym. 2009; Karatan ja Watnick 2009; Ma ym. 2009). Biofilmien 
kliininen merkitys on bakteerien kyvyssä sietää suuria pitoisuuksia antibiootteja ja välttää 
elimistön puolustusmekanismit muodostaessaan ympärilleen biofilmin (Fux ym. 2005; 
Caraher ym. 2006; Jensen ym. 2007). Niiden aiheuttamat ongelmat ilmenevät muun 
muassa vaikeahoitoisina haava- ja tekonivelinfektioina (Fonder ym. 2008; Pulido ym. 
2008; Marano ym. 2015). Koska antibiootit ovat osoittautuneet heikkotehoisiksi 
biofilmissä eläviä bakteereita vastaan, on jo pitkään etsitty muita lähestymistapoja 
kyseisten infektioiden hoitamiseksi. Näitä ovat esimerkiksi quorum sensing -järjestelmän 
(biofilmissä elävien bakteerien välinen viestintäjärjestelmä) inhibiittorit, antimikrobiset 
peptidit ja biofilmin matriksia hajottavat yhdisteet (Overhage ym. 2008; Barraud ym. 
2009; Davies ja Marques 2009; Jakobsen ym. 2012). Lääkeaineiden tutkimuksessa 
yleisimmin käytettävät biofilmien kasvatusmenetelmät ovat staattinen 96-kuoppalevy ja 
virtauskammio, jonka läpi ravintoliuos virtaa jatkuvasti (Barraud ym. 2006; Bjarnsholt 
ym. 2007; Overhage ym. 2008). Erillisen värjäyksen tai kuvantamisen avulla määritetään 
biofilmissä olevien bakteerien määrä. Yleisin käytetty kuvantamismenetelmä on 
konfokaalimikroskopia, joka vaatii fluoresoivan väriaineen tai leiman. 
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Kuoppalevymenetelmän etu on mahdollisuus käsitellä suuria näytemääriä kerralla, mutta 
samalla se on herkkä kontaminaatioille (Peterson ym. 2011). Virtauskammiota 
käytettäessä voidaan siihen liittää reaaliaikainen konfokaalimikroskopiakuvantaminen, 
jolloin käytetään fluoresoivaa reportterigeeniä tai syötetään väriaine ravintoliuoksen 
mukana (Barraud ym. 2006; Yang ym. 2007). 
Tämä tutkimus sisältää kirjallisuuskatsauksen biofilmeistä ja niiden 
tutkimusmenetelmistä sekä kokeellisen osan. Kokeellisen osan tavoitteena oli selvittää, 
saadaanko bakteeribiofilmi kasvatettua toistettavasti ja voisiko tätä kasvua seurata 
käyttäen kvartsikidemikrovaaka (QCM) - ja pintaplasmoniresonanssi (SPR)-menetelmiä. 
Menetelmät mittaavat pinnalla tapahtuvia massan muutoksia ja täydentäisivät nykyisin 
käytössä olevia analyysimenetelmiä. Tutkimuksessa käytettyjen menetelmien etu muihin 
on niiden reaaliaikaisuus. Ilman erillistä värjäystä tai kuvantamista havaitaan sensorin 
pinnalla tapahtuvia massan muutoksia. Biofilmin muodostuminen sensorille todennettiin 
elektronimikroskooppisesti. Vertailumenetelmänä käytettiin staattista 
koeputkikasvatusta. Tutkimuksessa käytetyt bakteerit olivat Staphylococcus 
pseudintermedius ja Corynebacterium auriscanis.  
 
 
2 BIOFILMIN RAKENNE JA VIESTINTÄ 
 
2.1 Bakteerien adheesio 
 
Biofilmin muodostuminen edellyttää bakteerien kiinnittymistä jollekin pinnalle. 
Adheesio kiinteälle pinnalle tapahtuu kahdessa vaiheessa. Ensimmäisessä vaiheessa 
bakteerien ja pinnan välillä vaikuttavat heikot vuorovaikutukset, kuten hydrofobiset ja 
sähköiset voimat sekä bakteerien pinnan rakenteet. Tässä vaiheessa adheesio on 
reversiibeliä. Toisessa vaiheessa bakteerit kiinnittyvät pintaan irreversiibelisti, jolloin 
merkittävässä osassa ovat muun muassa bakteerien syntetisoimat adhesiinit (Karatan ja 
Watnick 2009).   
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Pinnan varauksen sekä sen hydrofiilisyyden tai hydrofobisuuden on havaittu vaikuttavan 
bakteerien adheesioon. Negatiivisesti varautuneet Marinobacter hydrocarbonoclasticus 
ja Cobetia marina tarttuivat herkemmin varautuneeseen kuin neutraaliin 
pintamateriaaliin (Pranzetti ym. 2012). Tutkittaessa Staphylococcus aureuksen 
adheesiota erilaisille pinnoille, todettiin sen suosivan hydrofobista tai positiivisesti 
varautunutta pintaa, kun bakteerit oli suspensoitu fosfaattipuskuroituun fysiologiseen 
suolaliuokseen (PBS) (MacKintosh ym. 2006). Kun testi toistettiin ihmisen seerumia 
sisältävässä liuoksessa, bakteerit suosivat varautunutta pintaa hydrofobiseen tai 
hydrofiiliseen verrattuna. Bakteerien adheesiokykyyn vaikutti todennäköisesti seerumin 
proteiinien varaus ja niiden vuorovaikutus bakteerien kanssa. Väliaineen ionivahvuuden 
on myös todettu vaikuttavan bakteerien adheesioon (Otto ym. 1999; Busscher ym. 2008).  
Adheesioon vaikuttavia bakteerien pintarakenteita ovat flagellat, fimbriat ja pilukset. 
Näitä esiintyy etenkin gramnegatiivisilla bakteereilla. Flagellat ovat bakteerien 
suoraviivaiseen liikkumiseen tarkoitettuja siimamaisia häntiä, joita voi olla yksi tai 
useampia. Ne eivät varsinaisesti vaikuta adheesioon, mutta edistävät bakteerien 
pysymistä pinnan läheisyydessä ja siten nopeuttavat tarttumista ja biofilmin muodostusta 
(Watnick ym. 2001; McClaine ja Ford 2002). Tyypin IV pilukset saavat aikaan 
bakteerissa värähtelevän liikkeen, joka edistää bakteerien kasautumista mikrokolonioiksi 
ja siten vaikuttaa biofilmin muodostumiseen (O’Toole ja Kolter 1998). Fimbriat 
puolestaan ovat flagelloja lyhempiä ja ohuempia karvamaisia ulokkeita, jotka peittävät 
bakteerin pintaa. Fimbrioissa olevat adhesiinit edistävät bakteerien tarttumista pintojen 
rakenteisiin (Sokurenko ym. 1997). 
Epäspesifisten mekanismien lisäksi bakteerien pinnalla on adheesioproteiineja eli 
adhesiineja, joiden tehtävänä on kiinnittää bakteeri pysyvästi pintarakenteisiin. 
Adhesiinien kohteena voi olla solu tai solujen välinen matriksi (Azghani ym. 2002; 
Jakubovics ym. 2009). Adheesio voi myös kohdistua yhtä aikaa useisiin rakenteen osiin, 
kuten Streptococcus gordoniin tarttuessa fibronektiiniin (Jakubovics ym. 2009). 
S.gordoniin pinnalla on sekä fibronektiinin tukirankaan että siaalihappoon kiinnittyviä 
proteiineja (Kuva 1). Osa bakteerien adhesiineista on indusoituvia esimerkiksi 
ympäristön olosuhteiden vaikutuksesta. Altistuessaan subinhibitorisille pitoisuuksille 
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siprofloksasiinia, S.aureus lisää fibronektiiniin sitoutuvan proteiinin tuotantoa (FnBP), 
joka edistää sen adheesiota (Bisognano ym. 2000).  
 
 
Kuva 1. Streptococcus gordoniin ja fibronektiinin välisiä vuorovaikutuksia bakteerin 
tarttuessa soluväliaineeseen. Hsa tunnistaa glukaanin terminaalipäässä olevan 
siaalihapon, CshA ja CshB tukirangassa olevia peptirakenteita ja SspA ja SspB peptidi- 
ja hiilihydraattiosia. Hsa, CshA, CshB, SspA ja SspB ovat S.gordoniin 
adheesioproteiineja (muokattu Jakubovics ym. 2009). 
 
 
2.2 Biofilmimatriksin koostumus 
 
Biofilmimatriksi koostuu erilaisista polymeereistä, kuten polysakkarideista, proteiineista 
ja DNA:sta. Yli 90 % siitä on kuitenkin vettä (Sutherland 2001). Polymeerien tehtävänä 
muun muassa on antaa biofilmille kolmiulotteinen rakenne, kiinnittää bakteerit pintaan ja 
toisiinsa, suojata bakteereita ulkoisilta olosuhteilta ja tarvittaessa toimia ravinnonlähteenä 
(Flemming ja Wingender 2010). Hydrofiiliset polymeerit sitovat itseensä runsaasti vettä, 
joka suojaa bakteereita kuivumiselta ja tarjoaa ravinteille ja viestimolekyyleille 
mahdollisuuden diffuusioon. 
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2.2.1 Polysakkaridit 
 
Useat bakteerit tuottavat poly-N-asetyyliglukosamiinia (PNAG), jonka tehtävät 
vaihtelevat jonkin verran lajien välillä. Usein se on tärkeä osa biofilmiä ylläpitävää 
rakennetta (Itoh ym. 2005). Staphylococcus epidermidikselle PNAG on välttämätön 
kiinnittymiselle alustaan ja sen hajottaminen johtaa biofilmin irtoamiseen (Izano ym. 
2008). Se suojaa S.epidermidistä elimistön luonnolliselta puolustukselta, kuten 
makrofageilta (Vuong ym. 2004). S.aureus tarvitsee PNAG:ia biofilmin 
muodostamisvaiheessa, mutta ei enää myöhemmissä kehitysvaiheissaan (Izano ym. 
2008).  Myös Escherichia colille PNAG on välttämätön biofilmin muodostumiselle ja 
adheesiolle alustaan (Wang X ym. 2004). Pseudomonas aeruginosalle ominainen 
eksopolysakkaridi on alginaatti. P.aeruginosan biofilmillä on kaksi esiintymismuotoa, 
kostea (mukoidi) alginaattia tuottava ja kuiva (ei-mukoidi), joka ei tuota alginaattia 
(Mathee ym. 1999; Hentzer ym. 2001). Molemmat muodot pystyvät muodostamaan 
biofilmin, mutta rakenne on erilainen alginaatin tuotannosta riippuen ja muoto voi 
muuttua toisekseen (Mathee ym. 1999; Hentzer ym. 2001). Alginaatti on P.aeruginosalle 
tärkeä virulenssitekijä, joka suojaa makrofageilta ja joiltakin antibiooteilta (Hentzer ym. 
2001; McCaslin ym. 2015). Polysakkarideista mannoosi-galaktoosi-pitoinen Psl - sekä 
glukoosi-pitoinen aminosokeri Pel ovat alginaattia tärkeämpiä P.aeruginosan solujen 
vuorovaikutuksessa keskenään ja alustaan (Ryder ym. 2007; Colvin ym. 2012; Jennings 
ym. 2015). 
Muita biofilmeistä eristettyjä eksopolysakkarideja ovat muun muassa selluloosa ja 
kolaanihappo (Danese ym. 2000; Serra ym. 2013). Kumpikaan ei ole täysin välttämätön 
biofilmin kehittymiselle. Kolaanihapon on todettu nopeuttavan biofilmin kehittymistä ja 
vaikuttavan bakteerikerrosten määrää suurentavasti (Danese ym. 2000). Selluloosa taas 
vaikuttaa biofilmin rakenteeseen mahdollistamalla sen kasvun alustasta ylöspäin ja 
lisäämällä elastisuutta (Serra ym. 2013). Yhdessä amyloidi-proteiinista koostuvien 
kuitumaisten säikeiden kanssa se antaa biofilmille ulkoista rasitusta kestävän rakenteen. 
 
6 
 
2.2.2 Proteiinit 
 
Biofilmeistä löytyy useissa eri tehtävissä toimivia proteiineja. Ne voivat olla osa 
matriksin rakennetta, adheesioproteiineja tai solusta ulos eritettyjä entsyymejä. 
Amyloidisäikeitä muodostaessaan proteiinit tuovat biofilmin matriksiin kestävyyttä. 
E.colilla amyloidi ja selluloosa muodostavat yhdessä kestävän rakenteen (Serra ym. 
2013). Bacillus subtiliksen biofilmi on muodostunut eksopolysakkaridia ja TasA-
proteiinia sisältävistä amyloidisäikeistä (Branda ym. 2006; Romero ym. 2010).  Lektiinit 
ovat hiilihydraatteihin sitoutuvia proteiineja. Liittyessään bakteerien pinnalla oleviin 
sokerirakenteisiin, ne edesauttavat solujen välisiä vuorovaikutuksia ja mikrokolonioiden 
syntyä biofilmin aikaisessa kehitysvaiheessa (Diggle ym. 2006). S.aureuksen 
ekstrasellulaarinen proteiini A toimii samalla tavalla sitoutuessaan bakteerisolun pinnalla 
oleviin peptidoglykaaneihin (Merino ym. 2009). Streptococcus mutans -bakteerin 
erittämien glukaaniin sitoutuvien proteiinien (gbp, glucan-binding protein) on todettu 
lisäävän kehittyvän biofilmin paksuutta ja niiden puuttuessa biofilmi jäi ohuemmaksi 
(Lynch ym. 2007). Gallaher työtovereineen (2006) eristi Haemophilus influenzaen 
biofilmistä useita proteiineja joiden tiedetään esiintyvän lähinnä solunsisäisesti, mutta 
joiden määrä matriksissa oli merkittävä. Nämä ovat joko tarkoituksellisesti matriksiin 
eritettyjä tai peräisin kuolleista ja hajonneista bakteerisoluista, mutta joiden tehtävää 
matriksissa ei toistaiseksi tunneta.  
Bakteerien pinnan adheesioproteiinit ovat tärkeitä niiden kiinnittymisessä alustaansa, 
mutta myös biofilmin kasvun myöhemmässä vaiheessa bakteerien liittymisessä toisiinsa. 
S.aureuksen Bap (biofilm-associated-protein) sekä edistää bakteerin adheesiota pintaan 
että biofilmin kasvuvaiheessa bakteerien kiinnittymistä toisiinsa (Cucarella ym. 2001). 
Muita vastaavia proteiineja ovat esimerkiksi Enterococcus faecaliksen Esp (enterococcal 
surface protein) ja Pseudomonas fluorescensin LapA (large adhesion protein) (Toledo-
Arana ym. 2001; Hinsa ym. 2003). LapA on todettu tärkeäksi adheesion muuttumisessa 
reversiibelistä irreversiibeliksi. Proteiini A:n ja Bap:in lisäksi S.aureus tuottaa FnBP:tä 
(fibronectin binding protein). Mikäli kasvuolosuhteet eivät suosi polysakkaridimatriksin 
muodostamista, niin biofilmi muodostuu FnBP:n avulla (Vergara-Irigaray ym. 2009). 
Biofilmin rakenne muodostuu tällöin tiiviimmäksi, kun bakteereita yhdistävät 
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polysakkaridiverkot jäävät pois FnBP:n liittäessä bakteerisolut läheisesti toisiinsa. 
Muodostuva biofilmi koostuu tällöin bakteeriaggregaateista löyhän bakteeriverkoston 
sijaan. Ryhmän A streptokokkien tuottama Scl1 (steptococcal collagen-like protein) 
muodostaa kollageenin kaltaisia kolmoisheliksejä, jotka vaikuttavat muodostuvan 
biofilmin rakenteeseen ja stabiloivat mikrokolonioiden kehittymistä (Xu ym. 2002; 
Oliver-Kozup ym. 2011). Kannat, jotka eivät tuottaneet Scl1-proteiinia, muodostivat 
ohuita biofilmejä, joissa bakteerit olivat tiiviisti pakkautuneet ja muodostivat yhtenäisen 
solumaton. Scl1-proteiinia tuottavat kannat muodostivat rakenteeltaan korkeamman, 
mutta bakteeritiheydeltään harvemman biofilmin. Scl1-proteiini pystyy muodostamaan 
bakteerien välille niitä koossapitävän verkon polysakkaridien tapaan, joka mahdollistaa 
kasvun kiinnitysalustasta ylöspäin. 
Rakenteellisten ja adheesioproteiinien lisäksi biofilmimatriksi sisältää bakteerien siihen 
erittämiä entsyymejä, kuten lipaaseja, esteraaseja, proteaaseja ja fosfataaseja (Tielen ym. 
2010). Matriksiin eritetyillä entsyymeillä voi olla useita eri tarkoituksia. Ne voivat 
vaikuttaa biofilmin kehittymiseen ja eritetyt määrät vaihtelevat kasvuvaiheen mukaan 
(Romani ym. 2008). Makeanveden näytteistä kasvatetuissa biofilmeissä leu-
aminopeptidaasin ja β-glukosidaasin määrät matriksissa olivat suurimmillaan kehityksen 
alkuvaiheissa ja pienenivät biofilmin kypsymisen aikana. Eritettyjen entsyymien määrät 
vaikuttivat muodostuvan biofilmin rakenteeseen (Tielen ym. 2010). Kun P.aeruginosan 
erittämien elastaasin tai esteraasin määrää kasvatettiin, biofilmi käsitti vain hajanaisia 
pesäkkeitä harvaan peittyneessä kasvualustassa. Vertailukanta muodosti suuria ja 
vaihtelevan kokoisia mikrokolonioita, jotka peittivät pääosan kasvualustasta. Niukassa 
ravintotilanteessa bakteerit erittävät entsyymejä, joiden avulla ne kykenevät hajottamaan 
tuottamiaan polymeerejä ja käyttämään niistä saadut ravintoaineet hyväkseen (Zhang X 
ja Bishop 2003). Ne pystyvät hajottamaan myös muiden bakteerien tuottamaa matriksia 
esimerkiksi useamman mikrobilajin yhdessä muodostamassa biofilmissä. Sen lisäksi että 
ekstrasellulaariset entsyymit vaikuttavat biofilmin sisällä, ne toimivat monilla 
bakteereilla tärkeinä virulenssitekijöinä, kuten lipaasi ja fosfolipaasi C P.aeruginosalla 
sekä lipaasi ja proteaasi stafylokokeilla (König B ym. 1996; Saising ym. 2012).  
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2.2.3. DNA, pinta-aktiiviset yhdisteet ja mikrovesikkelit 
 
Polysakkaridien ohella ekstrasellulaarinen DNA (eDNA) on joillakin bakteerilajeilla 
tärkeä rakenneosa ja saattaa muodostaa merkittävän osan biofilmin matriksista 
(Whitchurc ym. 2002; Moscoso ym. 2006). eDNA:n merkitys biofilmin eri 
kasvuvaiheissa vaihtelee. Bacillus cereuksella ja S.epidermidiksellä eDNA:ta esiintyy 
biofilmin kehityksen alkuvaiheissa (Qin ym. 2007; Vilain ym. 2009). eDNA:n 
hajottaminen DNaasilla kasvun alussa esti biofilmin muodostumisen tai tuhosi jo 
muodostuneen matriksin. P.aeruginosalla eDNA:ta ilmaantuu matriksiin vasta 
eksponentiaalisen kasvuvaiheen loppupuolella, kun puolestaan Haemophilus infuenzaella 
sen määrä matriksissa lisääntyy jatkuvasti biofilmin kypsyessä (Allesen-Holm ym. 2006; 
Jurcisek ja Bakaletz 2007). P.aeruginosalla eDNA sijoittuu sienimäisen muodostelman 
varsiosan reunoille (Allesen-Holm ym. 2006). Estettäessä eDNA:n muodostuminen 
lisäämällä rautaa kasvuympäristöön, sienimäisiä rakenteita ei muodostunut lainkaan 
(Yang ym. 2007) Polysakkaridi Pel muodostaa eDNA -säikeiden välille ristiliitoksia ja 
näin vakauttaa sienimäistä rakennetta (Jennings ym. 2015). Eräillä muilla bakteereilla 
eDNA muodostaa selvästi säiemäisen verkon, joka on tasaisesti levittäytynyt koko 
biofilmin alueelle (Böckelmann ym. 2006; Jurcisek ja Bakaletz 2007). Useimmilla 
bakteereilla, joilla asiaa on tutkittu, eDNA vastaa täysin bakteerin omaa kromosomaalista 
DNA:ta (Allesen-Holm ym. 2006; Qin ym. 2007; Vilain ym. 2009). Miten DNA päätyy 
solun sisältä ektrasellulaaritilaan, ei ole selvää. Yksi mahdollisuus on DNA:n 
vapautuminen säädellyn solujen hajoamisen seurauksena, kuten on kyse muun muassa 
S.aureuksen ja S.epidermidiksen kohdalla (Rice ym. 2007; Qin ym. 2007).  
Biofilmeissä esiintyy jonkin verran pinta-aktiivisia yhdisteitä, joiden joukossa on sekä 
lipidejä että hydrofobisia proteiineja. P.aeruginosa tuottaa matriksiin ramnolipidejä, 
joiden tehtävänä on pitää biofilmissä olevia vesipitoisia käytäviä avoinna (Davey ym. 
2003). Ilman ramnolipidituotantoa biofilmistä muodostui paksu ja tasainen 
bakteerimatto. Ramnolipidien mukana olo tuotti pesäkkeiden välille avoimia 
nestetäyteisiä kanavia. S.epidermidis erittää β-alaluokan fenoliin liukenevia moduliineja, 
PMSβ (phenol soluble modulins) (Wang R ym. 2011). Ne saavat aikaan solujen välisten 
vuorovaikutusten katkeamista ja irtoamista mikrokolonioista aiheuttaen näin pieniä 
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onkaloita ja kanavia biofilmimatriksin sisälle. Täysin toisenlainen tehtävä on Bacillus 
subtiliksen tuottamalla pienellä BslA -proteiinilla (Hobley ym. 2013). Pienet proteiinit 
järjestäytyvät toisiinsa liittymällä biofilmin pinnalle selvästi erottuvaksi kalvoksi. 
Proteiinin hydrofobinen osa koostuu leusiinista, isoleusiinista ja valiinista, jotka 
sijoittuvat kalvon ulospäin osoittavaan pintaan ja saavat aikaan ulkoisilta olosuhteilta 
suojaavan rakenteen. 
 Mikrovesikkeleitä esiintyy gramnegatiivisten bakteerien muodostamissa biofilmeissä ja 
niiden osuus matriksista saattaa olla jopa noin 17 % (Schooling ja Beveridge 2006). Ne 
muodostuvat solun ulkokalvosta ja voivat kuljettaa sisällään erilaisia solun tuottamia 
yhdisteitä. Ne lisäävät bakteerin virulenssia kuljettamalla esimerkiksi proteolyyttisiä 
entsyymejä sekä toisia bakteerilajeja tappavia kinoloneja biofilmin ulkopuolelle 
vahingoittamatta omia rakenteitaan (Mashburn ja Whiteley 2005; Schooling ja Beveridge 
2006). Mikrovesikkelit voivat myös sitoa antibiootteja ja siten suojata bakteereita 
(Schooling ja Beveridge 2006). Mikrovesikkeleihin pystytään pakkaamaan pieniä määriä 
DNA:ta, joten tiedonsiirto bakteerien välillä saattaa olla yksi niiden tehtävistä (Renelli 
ym. 2004).  
 
2.3 Quorum sensing -järjestelmä 
 
Järjestelmää, jolla bakteerit tarkkailevat ja kontrolloivat omaa solutiheyttään, kutsutaan 
nimellä quorum sensing. Kontrolli tapahtuu geeniekspression välityksellä (Karatan ja 
Watnick 2009). Bakteerit tuottavat elinympäristöönsä pienimolekyylisiä 
autoinduktoreita. Kun niiden konsentraatio bakteerien määrän lisääntyessä ylittää tietyn 
rajan, järjestelmä aktivoituu. Järjestelmiä on erilaisia, joista osa on bakteerilajien 
keskuudessa yleisempiä kuin toiset (Abraham 2006). Lux R/I -järjestelmää käyttäviä 
lajeja on sekä grampositiivisissa että -negatiivisissa lajeissa. Toisaalta esimekiksi 
ComCDE on käytössä lähinnä streptokokkiryhmän lajeilla. Bakteerit pystyvät usein 
reagoimaan toisen lajin erittämiin quorum sensing -signaalimolekyyleihin, vaikka 
käyttäisivätkin itse toista järjestelmää (Lee ym. 2007; Armbruster ym. 2010).  
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Grampositiivisten bakteerien quorum sensing -järjestelmä käsittää autoinduktorin sekä 
kaksiportaisen säätelyjärjestelmän (Kleerebezem ym. 1997; Henke ja Bassler 2004). 
Autoinduktoreina toimivat oligopeptidit, jotka sitoutuvat solukalvolla sijaitsevaan 
histidiinikinaasireseptoriin, joka aktivoi varsinaisen säätelyproteiinin, joka puolestaan saa 
aikaan kohteena olevien geenien ekspression (Kuva 2). S.aureuksen quorum sensing  
-järjestelmää koodaa agr -lokus (accessory gene regulator) (Yarwood ym. 2004; Boles ja 
Horswill 2008). Autoinduktoria kutsutaan nimellä AIP (autoinducing peptide). Agr -
järjestelmän aktivoituessa bakteeri alkaa tuottaa erilaisia entsyymejä, kuten 
metalloproteaasi aureolysiiniä ja seriiniproteaaseja, jotka johtavat biofilmin hajoamiseen 
ja bakteerien irtoamiseen alustastaan ja mahdollistavat näin niiden leviämisen uudelle 
alueelle (Yarwood ym. 2004; Boles ja Horswill 2008). 
 
 
Kuva 2. Yleisesitys grampositiivisten bakteerien quorum sensing -viestiketjusta. 
Autoinduktoreina toimivat oligopeptidit, jotka kiinnittyvät solukalvolla sijaitsevaan 
histidiinikinaasireseptoriin (SHK, sensor histidene kinase). Tämä aktivoi vasteen 
säätelijän (RR, response regulator), joka vie viestin perimään. Geeniaktivaation tai -
supression seuraukset riippuvat bakteerilajista (muokattu Henke ja Bassler 2004).  
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Myös S.epidermidis käyttää agr -järjestelmää. Se säätelee sekä AtlE:n (autolysiini E) että 
δ-toksiinin erittymistä (Vuong ym. 2003). AtlE on adheesioproteiini, jota tarvitaan 
bakteerien kiinnittymisessä pintaan. δ-toksiini puolestaan aiheuttaa jo muodostuneen 
biofilmin irtoamista pinnasta ja rakenteen hajoamisen. Alhainen agr -aktiivisuus suosii 
AtlE:n tuotantoa. Autoinduktorin määrän lisääntyessä matriksissa, alkaa aktivoituva agr 
rajoittaa AtlE:n määrää ja suosia δ-toksiinin erittymistä. Nämä seikat yhdessä johtavat 
biofilmin adheesiopotentiaalin heikentymiseen ja irtoamiseen pinnasta.  
S.mutans -bakteerilla autoinduktorina on oligopeptidi CSP (competence stimulating 
peptide) ja quorum sensing -järjestelmä on nimeltään ComCDE (Zhang K ym. 2009). 
CSP-pitoisuuden vaikutus biofilmiin ei ole yhtä suoraviivaista kuin stafylokokeilla. 
ComCDE:llä on todettu useita tehtäviä kehityksen eri vaiheissa. Alkuvaiheessa CSP-
stimulaatiota tarvitaan, jotta biofilmi kiinnittyisi alustaansa ja myöhemmässä vaiheessa 
tukemaan biofilmin kypsymistä (Zhang K ym. 2009). CSP indusoi CipB -bakteriosiinin 
tuotantoa, joka johtaa hallittuun solukuolemaan ja DNA:n vapautumiseen. Tämän on 
todettu hyödyttävän jäljelle jääneitä soluja ja vahvistavan biofilmin erilaistumista ja 
leviämistä (Perry ym. 2009; Zhang K ym. 2009). Alhaisella solutiheydellä S.mutans 
tuottaa CipI -proteiinia, joka suojaa soluja kuolemalta ja hajoamiselta sekä sallii biofilmin 
kehittyä rauhassa. Solujen määrän kasvaessa aktivoituu CipB -bakteriosiinin eritys, 
jolloin bakteerisolujen hajotessa tarjoutuu ravinteita ja rakennusaineita jäljelle jäävien 
hyväksikäytettäväksi (Perry ym. 2009).  
Gramnegatiivisten bakteerien yleisesti suosimaa LuxI/R quorum sensing -järjestelmää 
käyttää muun muassa P.aeruginosa (Henke ja Bassler 2004). Siinä autoinduktori, asyloitu 
homoseriinilaktoni, kulkee solukalvon läpi ja sitoutuu sytoplasmassa sijaitsevaan 
reseptoriinsa, joka aktivoi kohdegeeninsä (Henke ja Bassler 2004; Karatan ja Watnick 
2009). P.aeruginosa käyttää kahta eri autoinduktoria, N-(3-oksododekanoyyli)-L-
homoseriinilaktoni (3OC12-HSL) ja N-butyryyli-L-homoseriinilaktoni (C4-HSL), joilla 
molemmilla on omat reseptorinsa (LasR / RhlR) ja kohdegeeninsä (lasI / rhlI) (Kuva 3). 
Päinvastoin kuin grampositiivisilla bakteereilla, joilla quorum sensing johtaa usein 
solujen ja biofilmin hajoamiseen, P.aeruginosa tarvitsee sitä biofilmin rakentamiseen.  
Toimivan järjestelmän on todettu olevan välttämätön eDNA:n erittymiselle, 
eksopolysakkaridien tuotannolle ja biofilmin rakenteen kehittymiselle sille tyypilliseen 
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sienimäisiä ja pylväsmäisiä rakenteita sisältävään muotoon (de Kievit ym. 2001; Allesen-
Holm ym. 2006; Sakuragi ja Kolter 2007).  
  
 
Kuva 3. Pseudomonas aeruginosan quorum sensing -järjestelmä. Autoinduktorit 3OC12-
HSL (N-(3-oksododekanyyli)-L-homoseriinilaktoni) ja C4-HSL (N-butyryyli-L-
homoseriinilaktoni) sitoutuvat sytoplasmassa reseptoreihinsa LasR ja RhlR, jotka 
aktivoivat vastaavat geenit lasI ja rhlI. LasI ja RhlI ovat entsyymejä, jotka katalysoivat 
autoinduktorien tuotantoa (muokattu Karatan ja Watnick 2009).  
 
 
Näiden kahden suhteellisen yksinkertaisen quorum sensing -järjestelmän lisäksi esiintyy 
erilaisia hybridimuotoja, esimerkiksi vibrioilla jotka voivat olla hyvinkin monimutkaisia 
pitkän viestiketjun ja usean geenin säätelemiä systeemejä (Henke ja Bassler 2004; 
Karatan ja Watnick 2009).  
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2.4 Polymikrobiset biofilmit 
 
Vaikka useat bakteerit pystyvät muodostamaan biofilmin yksin ja valtaosa tutkimuksesta 
tehdään yhden lajin biofilmeillä, niin todellisuudessa biofilmit tavallisesti usean eri lajin 
muodostamia polymikrobisia yhteisöjä (Gjødsbøl ym. 2006; Zijnge ym. 2010; Schwering 
ym. 2013). Eri lajien yhteiselon on todettu johtavan muun muassa infektion vakavampaan 
luonteeseen, hitaampaan paranemiseen ja suurentuneeseen toleranssiin antibiootteja ja 
desinfektioaineita kohtaan (Nagashima ym. 1999; Dalton ym. 2011; Schwering ym. 
2013). Bakteerien välinen vuorovaikutus ja yhteiselo voi olla joko molempia tai vain 
toista osapuolta hyödyttävää. 
Bakteerit voivat hyötyä yhteisen biofilmin muodostamisesta monin tavoin. Osa 
bakteereista ei muodosta yksin eläessään biofilmiä lainkaan tai se on vähäistä. Jotkin 
E.coli -kannat eivät pysty kiinnittymään alustaan ja siten muodostamaan biofilmiä 
(Castonguay ym. 2006; Klayman ym. 2009). Ne muodostavat kuitenkin biofilmin 
yhdessä muun muassa P.aeruginosan ja Pseudomonas putidan kanssa. P.aeruginosan 
kanssa E.coli esiintyy biofilmissä enimmäkseen pseudomonakseen kiinnittyneenä 
(Klayman ym. 2009). Toisaalta P.putidan biofilmiä E.coli vahvisti ja molempia 
bakteereita esiintyi yhteiskasvustossa saman verran (Castonguay ym. 2006). 
Erilaiset adheesioproteiinit ovat tärkeitä monissa lajienvälisissä interaktioissa. Suun 
mikrobistoon kuuluvat ja parodontiitin yhteydessä usein esiintyvät Porphyromonas 
gingivalis ja Treponema denticola muodostavat yhdessä paksumman biofilmin kuin 
kumpikaan yksin (Zhu ym. 2013). Yhteisen biofilmin muodostamisessa välttämättömiä 
ovat P.gingivaliksen pinnalla esiintyvät adheesioproteiinit, gingipaiinit (Ito R ym. 2010; 
Zhu ym. 2013). Ne vaikuttavat sekä bakteerien kiinnittymiseen alustaansa mutta myös 
näiden kahden bakteerin kiinnittymiseen toisiinsa. Yhteiskasvustossa määrällisesti 
hallitseva bakteeri on P.gingivalis, jotka spiraalimainen T.denticola yhdistää toisiinsa ja 
antaa näin verkkomaisen rakenteen biofilmille. 
Bakteerien lisäksi myös hiivat muodostavat biofilmejä sekä yksin että yhdessä bakteerien 
kanssa. Candida albicansin pseudohyyfien pinnalla esiintyvä adheesioproteiini Als3p 
mahdollistaa S.aureuksen kiinnittymisen (Peters ym. 2012). C.albicansilla on kyky 
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invasoitua terveen kudospinnan läpi toisin kuin S.aureuksella. Kiinnittymällä 
C.albicansiin S.aureus pääsee syvemmälle kudoksiin, joka lisää huomattavasti sen 
virulenssia. C.albicansin ja S.aureuksen yhteiselo aiheuttaa muutoksia molempien 
mikrobien proteiinien ekspressiossa (Peters ym. 2010). Enimmäkseen tuotanto lisääntyi 
metaboliaan ja stressiin liittyvien proteiinien joukossa. S.aureuksen virulenssiin 
vaikuttavan CodY -proteiinin tuotanto sen sijaan väheni. Kyseinen proteiini rajoittaa sekä 
hemolyyttisten entsyymien että ekstrasellulaarisen polysakkaridin tuotantoa (Majerczyk 
ym. 2008). CodY:n vähenemisestä seuraa hemolyyttisten entsyymien tuotannon 
lisääntyminen ja biofilmin nopeampi kasvu.  
Suun bakteereista Aggregatibacter actinomycemcomitans ja S.gordonii muodostavat 
yhteisen biofilmin (Ramsey ja Whiteley 2009; Ramsey ym. 2011).  
A. actinomycemcomitans pystyy käyttämään hiilen lähteenään joko glukoosia tai L-
laktoosia. Yksin eläessään se suosii glukoosia, mutta siirtyy käyttämään pääasiassa L-
laktoosia kasvaessaan yhdessä S.gordoniin kanssa (Ramsey ym. 2011). S.gordonii 
käyttää hiilen lähteenään glukoosia, josta sen aineenvaihdunta tuottaa L-laktoosia, jota  
A. actinomycemcomitans pystyy siis käyttämään ja välttämään näin kilpailun glukoosista. 
Tämän lisäksi S.gordoniin aineenvaihdunnassa syntyvä vetyperoksidi indusoi  
A. actinomycemcomitansin KatA:n ja ApiA:n tuotantoa (Ramsey ja Whiteley 2009). 
KatA on katalaasientsyymi, joka katalysoi vetyperoksidin hajoamista vedeksi ja hapeksi. 
Streptokokin tuottaman vetyperoksidin lisäksi se todennäköisesti tarjoaa suojan myös 
neutrofiilien erittämää vetyperoksidia vastaan. ApiA on pintaproteiini, joka sijaitsee 
bakteerin ulkokalvolla. Se osallistuu immuunipuolustuksen torjumiseen sitomalla 
komplementin vaihtoehtoisen aktivoitumistien faktori H:ta. Normaalisti faktori H 
sitoutuu elimistön omien terveiden solujen pinnalle ja estää näin komplementin 
aktivaation. Sama vaikutus on sen sitoutumisessa A. actinomycemcomitansin pinnalle 
ApiA:n välityksellä.  
Bakteerien lajinsisäiseen viestintään tarkoitetut quorum sensing -järjestelmän molekyylit 
saattavat vaikuttaa myös toisen lajin bakteereihin, vaikka ne eivät itse tuottaisikaan 
kyseistä yhdistettä. E.coli tuottaa tryptofaanista indolia, jonka vaikutuksesta sen oma 
biofilmin muodostuminen vähenee (Lee ym. 2007). P.aeruginosan biofilmin 
muodostumista indoli puolestaan stimuloi. Sama toimii myös toiseen suuntaan, kun 
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P.aeruginosan erittämät homoseriinilaktonit indusoivat sen omaa biofilmin tuotantoa, 
mutta inhiboivat E.colin biofilmin muodostumista. Jotta Haemophilus influenzae ja 
Moraxella catarrhalis muodostaisivat yhteisen biofilmin, tarvitaan autoinduktori AI-
2:sta (autoinducer-2) (Armbruster ym. 2010). AI-2 on H.influenzaen quorum sensing  
-molekyyli, jota M.catarrhalis ei tuota, mutta pystyy siihen reagoimaan. Ilman AI-2:n 
läsnäoloa M.catarrhalis ei pysty lisääntymään ja kasvattamaan biofilmiä yhdessä 
H.influenzaen kanssa. 
P.aeruginosan ja S.aureuksen yhteiselo on enimmäkseen pseudomonaksen ehdoilla 
tapahtuvaa. Grampositiivisten bakteerien peptidoglykaani lisää P.aeruginosan 
virulenssia kiihdyttämällä PQS:n (pseudomonas quinolone signal) tuotantoa (Korgaonkar 
ym. 2013). PQS on signaalimolekyyli, joka kontrolloi useiden toksiinien tuotantoa, joista 
yksi on S.aureukselle myrkyllinen pyosyaniini (Biswas ym. 2009). S.aureus reagoi tähän 
lisäämällä useiden proteiinien tuotantoa, joiden joukossa on adheesio- ja 
kuljetusproteiineja (Kumar ja Ting 2015). Adheesioproteiinien avulla se pyrkii 
kiinnittymään alustaan ja muihin bakteereihin tiukemmin. Solukalvolle se tuo 
vierasaineita solusta ulos kuljettavia pumppuproteiineja. Usein P.aeruginosan kanssa 
valikoituu kasvamaan S.aureuksen pienipesäkkeinen variantti (SCV, small-colony 
variant), jolla jo luonnostaan on suurempi määrä pumppuproteiineja solukalvollaan 
(Biswas ym. 2009; Kumar ja Ting 2015).  
 
 
3 BIOFILMIEN KLIININEN MERKITYS 
 
3.1 Biofilmit kroonisissa tulehdustiloissa 
 
Monien kroonisten infektioiden syynä pidetään nykyään biofilmin muodostumista, 
vaikka sen todentaminen voi olla vaikeaa. Kun bakteerit irrotetaan 
biofilmiympäristöstään, niiden fenotyyppi vaihtuu nopeasti takaisin planktoniseen 
muotoon (Ceri ym. 1999). Parsek ja Singh (2003) ovat määritelleet kliinisissä infektioissa 
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todetuille biofilmeille neljä kriteeriä: 1) infektoivat bakteerit ovat kiinnittyneet johonkin 
pintaan, 2) tulehtunutta kudosta tutkittaessa todetaan bakteerien olevan ryppäinä tai 
muodostavan mikrokolonioita ja niitä ympäröi ekstrasellulaarimatriksi, 3) tulehdus on 
lähtökohtaisesti paikallinen ja 4) vaste antibioottihoitoon on huono, vaikka kyseinen 
bakteeri olisikin planktonisessa muodossaan herkkä kyseiselle antibiootille. Biofilmin 
muodostuminen on tavallista muun muassa haavainfektioissa sekä tekonivelten, 
kanyylien ja katetrien pinnoilla. Hankalahoitoisia biofilmeistä tekee niiden toleranssi 
antibiootteja kohtaan ja kyky välttää elimistön puolustus (Ceri ym. 1999; Bjarnsholt ym. 
2005).  
Helposti kroonistuvia haavainfektioita ovat muun muassa laskimoperäiset säärihaavat, 
painehaavat ja diabeetikoiden jalkahaavat (Kirketerp-Møller ym. 2011). 
Haavatulehduksissa on todettu esiintyvän biofilmin muodostusta sekä eläinkokeiden että 
potilailta kerättyjen näytteiden perusteella (Davis ym. 2008; James ym. 2008; Zhao ym. 
2012). Yleisimmät aiheuttajat ovat S.aureus, P.aeruginosa, Enterococcus faecalis sekä 
anaerobiset bakteerit (Gjødsbøl ym. 2006; James ym 2008). Näiden lisäksi 
haavainfektioissa esiintyy kymmenittäin eri lajeja, jotka kaikki eivät paljastu perinteisiä 
viljelymenetelmiä käytettäessä (James ym. 2008; Thomsen ym. 2010). Haavat ovat lähes 
aina useamman kuin yhden lajin kolonisoimia. Eräässä tutkimuksessa kroonisesta 
haavasta löytyi keskimäärin 6,3 eri bakteerilajia (Gjødsbøl ym. 2006). Bakteerit asettuvat 
haavan pohjalle haavaeritteen ja haavan peittävän ruven tai uudiskudoksen alle 
(Kirketerp-Møller ym. 2008; Wolcott ym. 2008). Tärkein hoitomuoto kroonisissa 
haavatulehduksissa on haavan tuoreistaminen (debridement) poistamalla kaikki kuollut 
ja tulehtunut kudos haavan pohjalta (Fonder ym. 2008; Kirketerp-Møller ym. 2011). 
Tämä voidaan tehdä joko kirurgisesti, entsymaattisesti tai kuivien tai kosteiden sidosten 
avulla. 
Elimistöön asennettavat lääkinnälliset laitteet, kuten tekonivelet, virtsatiekatetrit ja 
suonikanyylit, ovat hyviä kasvualustoja. Kun elimistöön asennetaan sille vieras esine, 
tämän pintaan syntyy nopeasti kalvo plasman proteiineista ja elektrolyyteistä 
(conditioning film) (Reid ym. 1994; Kanagaraja ym. 1996; Habash ja Reid 1999). Tämä 
edesauttaa bakteerien kiinnittymistä laitteen pintaan ja biofilmin kehittymistä (Francois 
ym. 1996; Murga ym. 2001). Esimerkiksi S.aureuksella on kyky kiinnittyä plasman 
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proteiineista ainakin fibronektiiniin, fibrinogeeniin ja kollageeniin (Foster ja Höök 1998). 
Tekoniveliin bakteerit pääsevät joko leikkaushaavan kautta tai hematogeenisesti 
(Trampuz ja Zimmerli 2005; Pulido ym. 2008). Näistä tavallisempi on leikkaushaavan 
kautta kulkeva reitti. Yleisimmät aiheuttajat tekonivelinfektioissa ovat grampositiiviset 
kokit, joista tutkimuksesta riippuen eniten oli koagulaasinegatiivisa stafylokokkeja 
(CoNS) tai S.aureusta (Neut ym. 2003; Trampuz ja Zimmerli 2005; Pulido ym. 2008; 
Peel ym. 2012). Gramnegatiivisia sauvoja todettiin vain alle 10 % tapauksista ja 
anaerobeja vain satunnaisesti. Valtaosassa infektioista eristettiin vain yksi laji. 
Polymikrobisia niistä oli 10- 36 %. Näistä yhdessä tutkimuksessa oli erikseen todennettu 
biofilmin esiintyminen tekonivelen pinnalla (Neut ym. 2003). Tekonivelinfektion 
bakteerimäärityksen tekee hankalaksi se että nivelnesteestä tai tekoniveltä ympäröivistä 
kudoksista saatu viljelytulos ei aina vastaa tekonivelen pinnalla kasvavaa lajia (Neut ym. 
2003; Trampuz ym. 2007; Gomez ym. 2012). Bakteerinäyte tulisikin saada infektoituneen 
tekonivelen pinnasta oikeaa lajinmääritystä varten. Antibioottiin vastaamaton 
tekonivelinfektio vaatii leikkaushaavan avaamisen uudestaan. Hoitona on useimmin 
tulehtuneen tekonivelen poisto ja uuden asentaminen joko samassa leikkauksessa tai 
tavallisimmin 1-2 kuukauden kuluttua edellisen poistosta (Trampuz ja Zimmerli 2005; 
Pulido ym. 2008). Lievät tapaukset, jotka huomataan nopeasti, voidaan hoitaa tekonivelen 
ja sitä ympäröivien kudosten huolellisella puhdistamisella tulehtuneesta materiaalista. 
Virtsatiekatetreissa biofilmi havaittiin 50–90 % tutkituista tapauksista ja valtabakteerit 
olivat E.coli, D-ryhmän streptokokki, Proteus mirabilis ja P.aeruginosa (Ramsay ym. 
1989; Ganderton ym. 1992). Sekä yhden että useamman bakteerin tulehdukset olivat 
tavallisia. Virtsasta ja katetrista eristetyt bakteerit poikkesivat joissakin tapaukissa 
toisistaan. Erityisesti meneillään oleva antibioottikuuri aiheutti negatiivisen tuloksen 
virtsaviljelyssä katetrissa olevasta biofilmistä huolimatta. Suonikanyyleihin muodostuva 
biofilmi on erityisen harmillinen siitä aiheutuvan verenmyrkytysriskin vuoksi. Biofilmin 
muodostuminen laskimo- ja valtimokanyyleihin ja niihin asennettaviin ruiskujen 
liitoskappaleisiin on tavallista (Marrie ja Costerton 1984; Passerini ym. 1992; Donlan ym. 
2001). Yli puolet potilailta poistetuista kanyyleista (81 %) tai liitoskappaleista (63 %) voi 
olla biofilmin saastuttamia (Passerini ym. 1992; Donlan ym.2001). Biofilmeistä löydetyt 
bakteerit ovat tyypillisiä ihon normaalimikrobistoon kuuluvia lajeja, yleisimpänä 
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S.epidermidis. Kanyylin kautta otetun veren viljely ei useinkaan paljastanut kanyylissä 
olevaa bakteerikasvua (Passerini ym. 1992).  
Vaikka lääketieteessä on jo pitkään oltu tietoisia biofilmien osuudesta mikrobien 
aiheuttamien tulehdusten huonoon hoitovasteeseen, on eläinlääketieteen puolella vasta 
viime aikoina alettu tutkia asiaa. Biofilmin esiintyminen kroonisissa haavainfektioissa on 
todettu kahdessa hevosilla (Freeman ym. 2009; Westgate ym. 2011) tehdyssä 
tutkimuksessa sekä yhdessä tapauskertomuksessa koskien koiraa (Swanson  ym. 2014). 
Sivelynäytteiden viljely lajimääritystä varten ei antanut täydellistä kuvaa biofilmissä 
elävistä mikrobeista, mikä on todettu myös ihmisten infektioissa (Thomsen ym. 2010). 
Yhdessä tutkimuksessa käytiin läpi kirurgisten ompeleiden aiheuttamista 
tulehdusreaktioista otettuja histologisia näytteitä ja todettiin kahdessa (n=91) koirilta 
otetuissa näytteissä merkkejä biofilmistä (König L ym. 2015). Koirien kliinisistä 
näytteistä eristettyjen S.pseudintermedius -kantojen avulla on selvitetty gentamisiinin ja 
hopean vaikutusta biofilmin muodostumiseen, kun niitä sekoitettiin 
polymetyylimetakrylaattiin (PMMA) (Morrison ym. 2015). PMMA on yleisesti muun 
muassa tekonivelissä käytetty materiaali. Gentamisiini vähensi biofilmin muodostumista 
gentamisiinille herkillä kannoilla, mutta ei muilla. Hopealla ei ollut yksin eikä yhdessä 
gentamisiinin kanssa vaikutusta biofilmin muodostumiseen. Näiden lisäksi on jonkin 
verran tutkittu kliinisistä näytteistä eristettyjen mikrobien biofilmin muodostuskykyä in 
vitro, mutta näihin ei liity minkäänlaista näyttöä biofilmin muodostumisesta in vivo 
(Figueredo ym. 2012; Moreira ym. 2012; Pye ym. 2013; Singh A ym. 2013; Oliveira ym. 
2014).   
 
3.2 Bakteerien antibioottitoleranssi biofilmeissä 
 
Bakteerien herkkyys antibiooteille selvitetään tavallisesti määrittämällä niiden MIC -arvo 
(minimum inhibitory concentration) laimennossarjan avulla, E-testillä tai mittaamalla 
antibioottikiekon ympärille muodostuva estovyöhyke agardiffuusiomenetelmällä 
(Jorgensen ja Ferraro 2009). Kaikki nämä mittaavat bakteerien planktonisen muodon 
herkkyyttä tutkittaville antibiooteille. Kun bakteerit muodostavat biofilmin, niiden 
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toleranssi antibiootteja kohtaan voi kasvaa jopa monisatakertaiseksi (Ceri ym. 1999; 
Abdi-Ali ym. 2006; Molina-Manso ym. 2012; Molina-Manso ym. 2013). 
Antibioottitoleranssi on kytköksissä bakteerien biofilmissä omaksumaan fenotyyppiin. 
Irtauduttuaan biofilmistä ne palaavat planktoniseen muotoonsa ja myös niiden 
antibioottiherkkyys palaa planktoniselle muodolle ominaiseen suuruuteen (Ishida ym. 
1998; Ceri ym. 1999; Boles ja Horswill 2008).  
Bakteereilla on jo planktonisessa muodossaan sekä sisäsyntyisiä että hankittuja tapoja 
solutasolla vastustaa antibioottien vaikutusta. Bakteerien muodostaessa biofilmin, tulevat 
lisäksi yhteisön tasolla ilmenevät mekanismit ja toleranssi antibiootteja kohtaan lisääntyy 
entisestään (Penesyan ym. 2015) (Kuva 4).  
 
 
Kuva 4. Bakteeribiofilmin resistenssimekanismit antibiootteja vastaan yhteisön (a) ja 
solun (b) tasolla (muokattu Penesyan ym. 2015). 
 
 
Useimmat antibiootit, kuten β-laktaamit ja fluorokinolonit, diffundoituvat melko vapaasti 
ekstrasellulaarimatriksin läpi (Hatch ja Schiller 1998; Souli ja Giamarellou 1998; Abdi-
Ali ym. 2006). Joillekin suurimolekyylisille antibiooteille matriksi kuitenkin muodostaa 
mekaanisen esteen tai vähintään hidasteen (Souli ja Giamarellou 1998). Usealla 
bakteerilla eDNA muodostaa merkittävän osan biofilmin rakenteesta (Whitchurch ym. 
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2002; Jurcisek ja Bakaletz 2007; Qin ym. 2007). Sen on todettu kelatoivan kationisia 
yhdisteitä, kuten aminoglykosideja, ja estävän täten niiden vaikutuksen soluihin 
(Mulcahy ym. 2008; Chiang ym. 2013). Kelaatio on saturoituva prosessi ja siten 
riippuvainen eDNA:n konsentraatiosta.  
Biofilmin kasvaessa paksuutta sen sisälle muodostuu gradientti muun muassa hapen ja 
ravintoaineiden suhteen (Stewart ja Franklin 2008). Hapen on todettu läpäisevän 
ekstrasellulaarimatriksia noin 50–90 µm syvyyteen, kun kypsän biofilmin paksuus 
kokonaisuudessaan saattaa olla yli 200 µm (Walters ym. 2003; Borriello ym. 2004). Tämä 
johtunee ainakin osittain sittä että pinnalla elävät metabolisesti aktiiviset bakteerit ehtivät 
kuluttaa hapen ennen sen diffundoitumista syvempiin kerroksiin (Stewart ja Franklin 
2008). Sama koskee ravintoaineita. Biofilmissä lähellä kiinteän aineen rajapintaa olevien 
bakteerien on todettu muistuttavan stationäärivaiheen saavuttaneita planktonisia 
bakteereja, joilla kasvu ja metabolia ovat hidastuneet (Spoering ja Lewis 2001; Anderl 
ym. 2003). Kypsässä biofilmissä antibioottien bakteriosidinen teho ulottui suunnilleen 
samalle syvyydelle kuin hapen penetraatio, vaikka siprofloksasiini ja tobramysiini 
saavuttivat myös syvemmät kerrokset (Walters ym. 2003). Hidastuneen kasvun ja 
metabolian tilassa olevat bakteerit ovat kuitenkin valmiina aktivoitumaan uudelleen, kun 
riittävästi ravinteita ja kasvutilaa on saatavilla (Williamson ym. 2012). 
Bakteeripopulaatioon sisältyy aina pieni joukko ei-lisääntyviä soluja, jotka ovat 
resistenttejä antibiooteille konsentraatiosta ja vaikutusajasta huolimatta (Balaban ym. 
2004; Keren ym. 2004). Näitä kutsutaan persistereiksi. Niitä on sekä planktonisissa että 
biofilmissä elävissä populaatioissa, mutta niiden osuus kokonaisbakteerimäärästä on 
biofilmissä suurempi (Keren ym. 2004). Kun populaation altistuminen antibiootille 
päättyy, pystyvät persisterit siirtymään takaisin lisääntymiskykyiseen fenotyyppiin 
muutamassa tunnissa ja pitämään näin bakteerikasvua yllä (Balaban ym. 2004). 
Antibiootit eivät hajota biofilmien ekstrasellulaarimatriksia, vaikka bakteerit sen sisältä 
kuolisivatkin ja näin persisterit pysyvät matriksin sisällä suojassa makrofageilta, jotka 
normaalisti hoitavat yksittäiset antibiooteilta karanneet bakteerit (Lewis 2007). 
Effluksipumput ovat yksi bakteerien tavoista vastustaa antibiootteja ja useimmille 
kliinisesti tärkeille bakteereille ominaisia (Masuda ym. 2000; Webber ja Piddock 2003). 
Bakteerien siirtyessä planktonisesta biofilmissä kasvavaan fenotyyppiin, niiden 
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ilmentämien geenien kirjo osittain muuttuu (Ito A ym. 2009). Osa biofilmimuodossa 
aktivoituvista geeneistä liittyy bakteerien kykyyn sietää antibiootteja, kuten 
effluksipumppuihin. Näitä tunnetaan vielä huonosti, mutta joitain vain biofilmeille 
ominaisia aktiivisia geenejä on löydetty. P.aeruginosalla brlR -geeni on aktiivinen vain 
biofilmissä (Liao ja Sauer 2012). Sen kaikkia vaikutuksia ei tunneta, mutta se muun 
muassa aktivoi kahden effluksipumpun ilmentymistä, joiden substraatteina on laaja kirjo 
eri antibiootteja (Liao ym. 2013). Toinen esimerkki pääasiassa biofilmissä ilmentyvästä 
geenistä on ndvB (Mah ym. 2003). Se säätelee glyserofosforyloituneen β-(1→3)-
glukaanin synteesiä, joka pystyy negatiivisen varauksensa vuoksi sitomaan positiivisesti 
varautuneita antibiootteja kuten aminoglykosideja (Sadovskaya ym. 2010). Myös 
C.albicans -hiiva tuottaa biofilmiinsä β-glukaaneja (Vediyappan ym. 2010). Ne sitovat 
sienilääkkeitä, kuten flukonatsolia ja amfoterisiini B:tä, alentaen niiden tehoa biofilmissä.  
Fenotyypin muutos voi myös olla indusoituva ominaisuus, jonka esiintyminen 
biofilmissä lisää bakteerien antibioottitoleranssia. Pienipesäkkeinen variantti on 
resistentimpi antibioottien vaikutuksille kuin normaali tyyppi johtuen suuremmasta 
effluksipumppujen tiheydestä solukalvolla (Drenkard ja Ausubel 2002; Kumar ja Ting 
2015). Tällaisia esiintyy ainakin P.aeruginosalla ja S.aureuksella. P.aeruginosalla 
fenotyypin muutosta pienipesäkkeiseksi variantiksi indusoi muun muassa antibioottihoito 
(Drenkard ja Ausubel 2002). S.aureuksella se on ensisijaisesti suoja P.aeruginosan 
erittämää pyosyaniinia vastaan, mutta johtaa samalla lisääntyneeseen 
antibioottitoleranssiin (Biswas ym. 2009). Bakteerien altistuminen subinhibitorisille 
pitoisuuksille antibiootteja voi lisätä toleranssia niitä vastaan indusoimalla toleranssia 
lisääviä geenejä. Tämä on mahdollista antibioottihoidon yhteydessä. Vaikka pitoisuudet 
olisivatkin tulehduspaikalla riittävät bakteerien tappamiseen, niin pieni osa bakteereista 
saattaa altistua vain murto-osalle tästä määrästä. Biofilmin massa lisääntyi yli 
kolminkertaiseksi P.aeruginosan altistuttua tobramysiinille, jonka pitoisuus oli alle 
kolmasosa MIC-arvosta ja imipeneemi indusoi voimakkaasti β-laktamaasin tuotantoa 
koodaavaa ampC -geeniä sekä lisäsi alginaatin tuotantoa (Bagge ym. 2004; Hoffman ym. 
2005). S.epidermidiksella puolestaan ekstrasellulaarisen polysakkaridin tuotantoa 
säätelevän ica -operonin ekspressio lisääntyi tetrasykliinin vaikutuksesta, jonka pitoisuus 
oli kymmenesosa sen MIC-arvosta (Rachid ym. 2000). Joskus myös hyvin 
odottamattomat aineet voivat vaikuttaa bakteerien geeniekspressioon. P.aeruginosalla 
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havaittiin toleranssia karbapeneemejä kohtaan virtsatiekatetreihin liittyvien infektioiden 
yhteydessä (Martínez-Martínez ym. 1999; Conejo ym. 2003). Katetreista liukeneva sinkki 
aiheutti bakteerin ulkokalvolla sijaitsevan OprD-proteiinin synteesin vähenemisen. Tämä 
heikensi karbapeneemien läpäisevyyttä P.aeruginosan solukalvon läpi ja lisäsi 
toleranssia kyseistä antibioottiryhmää vastaan. 
Useamman bakteerin yhdessä muodostamissa biofilmeissä saattaa yksi laji hyötyä toisen 
tarjoamasta suojasta antibiootteja vastaan. Haemophilus influenzae ja Moraxella 
catarrhalis tarjoavat toisilleen suojaa sellaisia antibiootteja vastaa, joille ne itse ovat 
luonnostaan resistenttejä (Armbruster ym. 2010). β-laktamaasia erittävät bakteerit antavat 
suojan β-laktaameja vastaan myös muille samassa biofilmissä eläville lajeille (O’Connell 
ym. 2006; Armbruster ym. 2010). Bakteerien tuottama β-laktamaasi erittyy 
ekstrasellulaarimatriksiin, jossa se suojaa kaikkia biofilmissä eläviä lajeja tasapuolisesti 
(Ciofu ym. 2000). Bakteerien ja hiivojen yhteisesti muodostama biofilmi voi lisätä 
toleranssia antimikrobisia aineita vastaan hyödyttäen jompaakumpaa osapuolta.   
S.aureuksen toleranssi vankomysiiniä kohtaan kasvoi, kun se muodosti biofilmin yhdessä 
C.albicansin kanssa (Harriott ja Noverr 2009). Tämän epäillään johtuvan vankomysiinin 
huonosta läpäisykyvystä C.albicansin muodostamassa matriksissa. Toisaalta 
S.epidermidiksen ekstrasellulaarimatriksi vastaavasti suojasi C.albicansia flusytosiinin ja 
vorikonatsolin vaikutuksilta (Al-Fattani ja Douglas 2004).  
 
3.3 Elimistön puolustuksen välttäminen 
 
Pystyäkseen pysyttelemään elimistössä pitkiä aikoja, on biofilmissä elävien bakteerien 
pystyttävä jotenkin välttämään elimistön puolustusmekanismit. Näitä keinoja ei kovin 
tarkasti vielä tunneta, mutta jotain tiedetään. Ekstrasellulaarimatriksi ei ole valkosoluille 
fyysinen este ja ne pääsevätkin usein tunkeutumaan biofilmin sisään tai vähintään 
kiinnittymään sen pinnalle (Leid ym. 2002; Jesaitis ym. 2003; Bjarnsholt ym. 2005; 
Katragkou ym. 2010). Tämän jälkeen toiminta lamaantuu. Joko fagosytoosi ei aktivoidu 
tai ne eivät pääse liikkumaan biofilmin sisällä vaikka fagosytoosi olisikin aktiivista. 
Ekstrasellulaarimatriksi kuitenkin varjelee bakteereita muilla keinoin. Alginaatti suojaa 
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P.aeruginosaa IFN-ɣ (interferoni-gamma) -välitteiseltä makrofagien tappamiselta, mutta 
ei silloin kun makrofagien toiminta on alginaattispesifisten vasta-aineiden aktivoiman 
komplementin välittämää (Meluleni ym. 1995; Leid ym. 2005). eDNA puolestaan pystyy 
neutraloimaan kationisia antimikrobisia peptidejä (CAP, cationic antimicrobial peptides), 
jotka ovat osa elimistön luonnollista puolustusta (Mulcahy ym. 2008). Biofilmin 
muodostuminen estää bakteerien opsonisaatiota, joka vähentää neutrofiilien aktiivisuutta 
bakteereita vastaan (Kristian ym. 2008). Samoin makrofagien kyky löytää bakteerien 
pinnalla sijaitsevia ligandeja omille reseptoreilleen on heikentynyt biofilmissä (Thurlow 
ym. 2011). Nämä molemmat voivat olla seurausta ekstrasellulaarimatriksin bakteereille 
antamasta ”näkösuojasta”.    
P.aeruginosa pystyy aikaansaamaan makrofagien ja neutrofiilien apoptoosin muun 
muassa ramnolipideillä, joiden tuotanto on quorum sensing -järjestelmän säätelemää 
(Tateda ym. 2003; Jensen ym. 2007). Hajonneista valkosoluista vapautuneen DNA:n se 
kykenee lisäämään omaan ekstrasellulaarimatriksiinsa ja näin vahvistamaan biofilmiään 
(Walker ym. 2005). C.albicansin biofilmin tuotannon on todettu lisääntyvän, sen 
altistuttua veressä kiertävien valkosolujen erittämille sytokiineille (Chandra ym. 2007). 
Biofilmin vaikutuksesta fagosytoosia aktivoivien sytokiinien, TNF-α (tumor necrosis 
factor alfa) ja IL-6 (interleukin 6), eritys valkosoluista väheni (Chandra ym. 2007; 
Katragkou ym. 2010). Samanlainen vaikutus oli S.aureuksella TNF-α:aan ja  
IL-β:aan (Thurlow ym. 2011).  
Reaktiivisten happiyhdisteiden, kuten vetyperoksidin, vapautuminen valkosoluista on 
yksi elimistön keinoista puolustautua mikrobeja vastaan. Bakteerit puolustautuvat 
lisäämällä vetyperoksidia hajottavan katalaasin tuotantoa (Elkins ym. 1999; Ramsey ja 
Whiteley 2009). P.aeruginosan ja C.albicansin on lisäksi todettu pystyvän olemaan 
laukaisematta valkosolujen vetyperoksidin erityksen jollakin toistaiseksi tuntemattomalla 
mekanismilla (Bjarnsholt ym. 2005; Xie ym. 2012). Burkholderia cenocepacialla 
reaktiivisten happiyhdisteiden vaarattomaksi tekemisestä huolehtivat ekstrasellulaariset 
polysakkaridit (Bylund ym. 2006). Reaktiivisten happiyhdisteiden lisäksi elimistön 
puolustusjärjestelmä tuottaa typpioksidia, josta muodostuu reaktiivisia 
typpioksidiyhdisteitä. S.aureuksen biofilmi vähentää indusoituvan typpioksidisyntaasin 
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(iNOS, inducible nitric oxide synthase) aktivoitumista ja sitä kautta reaktiivisten 
typpiyhdisteiden syntyä (Thurlow ym. 2011).  
Biofilmin muodostuminen hidastaa tulehdusten paranemista estämällä tai hidastamalla 
elimistön korjausmekanismeja. S.aureus ja P.aeruginosa estivät keratinosyyttien 
lisääntymistä haavan paranemisvaiheessa (Marano ym. 2015). S.aureus esti myös solujen 
migraatiota. S.aureuksella vaikutukset johtuivat sen erittämästä proteiin(e)ista, 
P.aeruginosalla puolestaan tunnistamattomasta pienimolekyylisestä yhdisteestä. Kun 
tutkittiin P.aeruginosan ja Acinetobacter baumanniin yhdessä muodostaman biofilmin 
vaikutusta palovamman paranemiseen, huomattiin että ihon toiminta ei palautunut 
ennalleen (Roy ym. 2014). Ulkoisesta paranemisesta huolimatta veden haihtuminen ihon 
läpi oli normaalia runsaampaa johtuen solujen välisten tiiviiden liitosten puutteesta.  
Uropatogeeninen E.coli (UPEC) välttää elimistön puolustuksen muodostamalla biofilmin 
kaltaisen kasvuston solun sisälle (Anderson ym. 2003). Tartuttuaan virtsarakon 
epiteelisolun pintaan se tunkeutuu nopeasti solun sisään ja muodostaa alle vuorokaudessa 
biofilmiä muistuttavan kasvuston (Anderson ym. 2004). Vaikka se aikaansaa voimakkaan 
puolustusreaktion, ovat bakteerit suojassa epiteelisolujen sisällä, jonne neutrofiilit eivät 
pääse tunkeutumaan.  
 
3.4 Biofilmi-infektion hoitovaihtoehtoja 
 
3.4.1 Antimikrobiset peptidit ja D-aminohapot 
 
Antibioottien tehon ollessa heikko biofilmejä vastaan, on lääkekehityksessä yritetty 
löytää muita aineryhmiä biofilmien tuhoamiseksi tai niiden syntymisen estämiseksi. 
Peptidirakenteiset antimikrobiset yhdisteet ovat osa luonnollista puolustusta sekä 
kasveilla että eläimillä (Jenssen ym. 2006). Eräällä elimistön tuottamalla peptidillä, 
katelisidiini LL-37:llä, huomattiin olevan MIC-arvoa pienemmillä pitoisuuksilla 
biofilmin muodostumista estävä vaikutus (Overhage ym. 2008). De la Fuente-Núñez 
työtovereineen (2012) puolestaan totesi antimikrobisia peptidejä etsiessään, että tietyt 
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aminohapposekvenssit tuottivat paremman tehon kuin muut. Paras antibiofilminen ja 
antibakteerinen teho havaittiin eri peptideillä, joten nämä ominaisuudet eivät välttämättä 
kulje käsi kädessä. Ne voidaan suunnitella laajakirjoisiksi tai kohdentaa yhtä lajia vastaan 
(Mai ym. 2011; de la Fuente-Núñez ym. 2014). Peptidirakenteiset yhdisteet ovat herkkiä 
esimerkiksi ympäristön pH:n ja ionivahvuuden muutoksille sekä elimistön proteaaseille, 
joka tuo haasteita niiden kehittämiseen ja käyttöön (Jenssen ym. 2006). Peptidien lisäksi 
puhtaiden D-aminohappojen on huomattu estävän biofilmin muodostumista pinnoille 
(Kolodkin-Gal ym. 2010; Hochbaum ym. 2011). Ne vaikuttavat todennäköisesti 
bakteerin soluseinän rakenteeseen ja sitä kautta bakteerien adheesiokykyyn. Myös 
vuorovaikutus ekstrasellulaarimatriksin polymeerien kanssa estyy ja johtaa heikomman 
biofilmin muodostumiseen. Kolmen D-aminohapon yhdistelmä todettiin 
tehokkaammaksi kuin yksittäiset D-aminohapot. 
 
3.4.2 Quorum sensing -inhibiittorit 
 
Quorum sensing -inhibiittoreilla (QSI) on huomattu olevan negatiivinen vaikutus 
biofilmin muodostumiseen. Yksi ensimmäisistä löydetyistä tämän ryhmän yhdisteistä 
olivat bromatut furanonit, joita tuottavat Delisea pulchra -levät (Lönn-Stensrud ym. 
2009). Furanonien molekyylirakennetta on sittemmin muokattu, jotta löydettäisiin 
parhaiten tehoava yhdiste (Lönn-Stensrud ym. 2009; He ym. 2012). Furanonien on 
todettu vähentävän ainakin S.epidermidiksen ja S.mutansin biofilmin muodostumista. Ne 
muistuttavat rakenteeltaan quorum sensing -järjestelmän AI-2 (autoinducer 2) 
viestimolekyyliä ja toimivat sen antagonisteina. Toinen luonnosta löydetty QSI on 
valkosipulin ajoeeni (Jakobsen ym. 2012). Sen on todettu vaikuttavan P.aeruginosan 
lasRI / rhlRI -järjestelmiin ja johtavan eDNA:n ja ramnolipidien tuotannon 
vähenemiseen. Tällöin biofilmin ekstrasellulaarimatriksi jää heikoksi ja alttiiksi 
neutrofiileille. QSI:t eivät ole kovin tehokkaita jo muodostuneen biofilmin hoidossa, 
mutta infektion alkuvaiheessa niiden käyttö yhdessä antibiootin kanssa todettiin 
tehokkaammaksi kuin kummankaan yksin (Christensen ym. 2012). Hyöty ei ollut enää 
havaittavissa kahden viikon ikäisessä biofilmissä.  
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3.4.3 Ekstrasellulaarimatriksia hajottavat yhdisteet 
 
Biofilmin herkkyyttä antibiooteille voidaan lisätä käyttämällä ekstrasellulaarimatriksia 
hajottavia ja bakteerien irtoamista indusoivia yhdisteitä, jolloin bakteerien 
antibioottiherkkyys palautuu planktoniselle tasolle (Ishida ym. 1998; Ceri ym. 1999; 
Boles ja Horswill 2008). Parhaiten tutkittu näistä on DNaasi, joka rikkoo matriksin 
eDNA:ta. Sen on todettu estävän biofilmin muodostumista, hajottavan jo muodostunutta 
biofilmiä sekä herkistävän biofilmissä eläviä bakteereita antibioottien ja antiseptisten 
aineiden vaikutuksille (Kaplan ym. 2012; Okshevsky ym. 2015). P.aeruginosa erittää 
luonnostaan yhdisteitä, jotka aiheuttavat biofilmin hajoamista ja bakteerien irtoamista. Se 
tuottaa muuan muassa viestimolekyyliä cis-2-dekeenihappo, jonka tarkoitus ensisijaisesti 
on saada aikaan bakteerien irtoamista sen omasta biofilmistä (Davies ja Marques 2009). 
Kyseisen rasvahapon todettiin saavan saman ilmiön aikaan myös useiden muiden 
bakteerien ja hiivan muodostamissa biofilmeissä. Typpioksidi (NO) on kaasu, jota 
muodostuu biofilmien anaerobisessa aineenvaihdunnassa pieniä määriä (Barraud ym. 
2006). Eksogeenisen typpioksidin vaikutuksesta saatiin biofilmin hajoamista 
tapahtumaan sekä grampositiivisilla että -negatiivisilla lajeilla ja niiden herkkyys 
antibiooteille lisääntyi samalla (Barraud ym. 2006; Barraud ym. 2009). Sen 
vaikutusmekanismi luultavasti perustuu bakteerin fenotyypin muuntumiseen 
planktoniseen muotoon biofilmimuodosta, jolloin metaboliaa ja liikkumista säätelevät 
geenit aktivoituvat. Typpioksidikaasulla kyllästetyn virtsatiekatetrin todettiin estävän 
E.colin biofilmin muodostumista in vitro kahden viikon ajan, jos bakteeritiheys ei noussut 
yli 104 pmy/ml (Regev-Shoshani ym. 2010). Metalli-ioneja kelatoiva EDTA sekä tappoi 
biofilmissä eläviä P.aeruginosa -bakteereita että hajotti biofilmiä (Banin ym. 2006). Teho 
lisääntyi, kun EDTA annosteltiin tris-puskurissa tai yhdessä antibiootin kanssa. 
Vaikutusmekanismi perustuu EDTA:n kykyyn sitoa kaksiarvoisia metalli-ioneja kuten 
magnesium, kalsium ja rauta, joita tarvitaan stabiloimaan biofilmin rakennetta. Niiden 
puute johtaa biofilmin irtoamiseen sekä bakteerien soluseinän permeabiliteetin 
lisääntymiseen. 
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3.4.4 Hopea ja nanopartikkelit 
 
Haavahoidossa hopean antibakteerinen teho on tunnustettu ja sitä on saatavilla sekä 
topikaalisina valmisteina että haavasidosten ainesosana (Fonder ym. 2008). Hopea tehoaa 
myös biofilmeihin, mutta vaadittu hopeapitoisuus voi olla 10–100 kertaa suurempi 
hoidettaessa biofilmiä verrattuna planktonisiin bakteereihin (Bjarnsholt ym. 2007; 
Percival ym. 2007; Radzig ym. 2013). Kaikki haavasidokset eivät sisällä riittävää määrää 
hopeaa biofilmin tuhoamiseksi tai niiden teho on lyhytaikainen (Bjarnsholt ym. 2007; 
Kostenko ym. 2010). Hopean antibakteerista tehoa voidaan lisätä yhdistämällä se 
antibioottihoitoon tai ekstrasellulaarimatriksia hajottavaan yhdisteeseen (Bjarnsholt ym. 
2007; Kostenko ym. 2010; Said ym. 2014). Yhdistämällä ionimuotoista hopeaa 
sisältävään sidokseen metalleja kelatoiva EDTA ja pinta-aktiivinen antisepti 
bentsetoniumkloridi, saatiin parempi biofilmiä hajottava vaikutus, kuin pelkällä hopealla 
(Said ym. 2014). Nanopartikkelien käyttämistä ionimuotoisen hopean sijasta on kokeiltu 
seerumin aineosien neutraloivan vaikutuksen välttämiseksi (Kalishwaralal ym. 2010; 
Kostenko ym. 2010). In vitro -tutkimuksissa biofilmin kehityksen estämiseksi tai sen 
tuhoamiseksi tarvittavan nanokiteisen hopean määrä on ollut suurempi kuin ionisen 
hopean tai teho huonompi (Percival ym. 2007; Radzig ym. 2013). Pieni partikkelikoko (< 
50 nm) ja löyhä ekstrasellulaarimatriksin rakenne edistivät nanopartikkelien penetraatiota 
biofilmissä (Peulen ja Wilkinson 2011).  
Nanopartikkeleista antibakteerista tai biofilmin muodostumista estävää tehoa on todettu 
muun muassa metallioksideilla ja magnesiumfluoridilla (Lellouche ym. 2009; Azam ym. 
2012; Dwidedi ym. 2014). Sinkkioksidinanopartikkelien on todettu vähentävän biofilmin 
muodostumista P.aeruginosalla kahdessa eri tutkimuksessa pitoisuudella 50–100 µg/ml 
ja 1 mM (≈ 80 µg/ml) (Dwidedi ym. 2014; Lee ym. 2014). Sinkkioksidin 
vaikutusmekanismina pidetään happiradikaalien muodostumista, mutta esimerkiksi 
P.aeruginosalla sen on todettu myös vähentävän pyosyaniinin muodostumista ja siten 
vaikuttavan virulenssiin (Dwidedi ym. 2014; Lee ym. 2014). Grampositiiviset bakteerit 
ovat herkempiä sinkkioksidin vaikutuksille kuin gramnegatiiviset ja niillä jo pelkällä 
sinkki-ionilla on bakteriostaattinen vaikutus (Seil ja Webster 2011; Azam ym. 2012; Lee 
ym. 2014). Magnesiumfluoridinanopartikkelit vähensivät biofilmin muodostumista 
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E.colilla ja S.aureuksella (Lellouche ym. 2009). Myös tässä tapauksessa grampositiivinen 
stafylokokki oli herkempi nanopartikkelien vaikutukselle kuin gramnegatiivinen E.coli. 
Yksi mahdollinen nanopartikkelien käyttöaihe voisi olla lääkinnällisten laitteiden 
päällystäminen bakteerien kasvun ja biofilmin muodostumisen estämiseksi. 
Hopeananopartikkeleilla päällystetyistä virtsatiekatetreista vapautui hopeaa koko 
kymmenen päivän tutkimusjakson ajan ja se vähensi biofilmin muodostumista sekä 
grampositiivisilla että gramnegatiivisilla bakteereilla (Roe ym. 2008). PVC:n 
(polyvinyylikloridi) päällystäminen sinkkioksidinanopartikkeleilla vähensi puolestaan 
S.aureuksen kasvua ja biofilmin muodostumista (Seil ja Webster 2011). Jo pienikin määrä 
sinkkioksidia PVC:n pinnalla oli tehokas eikä pinnan peittävyyden lisääminen 
kasvattanut tehoa. 
 
 
4 BIOFILMIEN KASVATUSMENETELMIÄ 
 
Jotta biofilmejä voitaisiin tutkia, ne pitää ensin kasvattaa jollakin menetelmällä. 
Biofilmien kasvatusmenetelmiä on käytössä useita erilaisia, eikä mikään niistä ole 
vakiintunut standardimenetelmäksi (Peterson ym. 2011). Menetelmä valitaan 
tutkimuksen tarpeiden mukaan ja on usein juuri kyseistä tutkimusta varten muokattu. 
Karkeasti menetelmät voidaan jakaa suljettuihin ja avoimiin systeemeihin (Macià ym. 
2014). Suljetut systeemit ovat erityyppisiä kuoppalevyalustoja, joissa bakteerien 
ympärillä oleva ravintoliuos ei vaihdu. Avoimissa systeemeissä on virtaus kasvualustan 
ympärillä, jolloin bakteerien ravinnonsaanti on jatkuvaa. Kasvatuksen jälkeen 
varsinainen biofilmin tutkiminen vaatii erillisen värjäys- tai kuvantamisvaiheen. 
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4.1 Kuoppalevyt ja maljakasvatus 
 
Staattinen kuoppalevymenetelmä on yksinkertainen tapa kasvattaa biofilmi. 
Bakteerisuspensio annostellaan kuoppiin kasvatusliuoksen kanssa ja inkuboidaan haluttu 
aika (Peterson ym. 2011). Biofilmi muodostuu kuopan seinille ja pohjalle. Inkubaatioajan 
jälkeen kuoppalevy pestään planktonisten bakteerien poistamiseksi. Biofilmiin jääneet 
bakteerit värjätään kristallivioletilla, tarttunut väri liuotetaan etanoliin ja saadun liuoksen 
absorbanssi mitataan. Menetelmä sopii hyvin bakteerien biofilmin tuotannon 
mittaamiseen (Stepanovic ym. 2007; Izano ym. 2008) sekä erittelemään biofilmiä 
tuottavat kannat ei-tuottavista (Wang X ym. 2004; Saising ym. 2012). Sitä on käytetty 
myös tutkittaessa bakteerien adheesiota ja sen estämistä erilaisille pinnoille (Sokurenko 
ym. 1997; Danese ym. 2000; MacKintosh ym. 2006; Jakubovics ym. 2009). Menetelmän 
etuja ovat yksinkertaisuus sekä mahdollisuus käsitellä iso määrä näytteitä kerralla. 
Toisaalta kristallivioletti-värjäys ei erottele eläviä ja kuolleita bakteereita, vaan värjää 
molemmat samalla tavalla. Visuaalinen tarkastelu esimerkiksi mikroskopian avulla ei 
onnistu, joten biofilmien rakennemäärityksiin menetelmä ei sovi.  
Calgary-biofilmilaite on kuoppalevyn muunnelma, jossa levyn kannessa on jokaiseen 
kuoppaan sopiva tappi (Ceri ym. 1999; Peterson ym. 2011). Biofilmi muodostuu tappiin, 
josta se on sonikaattorilla irrotettavissa jatkotutkimuksia varten. Pohjana voidaan käyttää 
joko kuoppalevyä tai allasta (Kuva 5). Tappien ympärille saadaan virtausliike asettamalla 
systeemi ravistelijaan (kuoppalevy) tai saattamalla se keinuvaan edestakaiseen 
liikkeeseen (allas).  Kasvatuksen jälkeen tapit voidaan irrottaa kannesta, jolloin niiden 
kuvantaminen esimerkiksi elektroni- tai konfokaalimikroskopialla on mahdollista (Olson 
ym. 2002; Harrison ym. 2006). Yleisin käyttöaihe Calgary-biofilmilaitteelle on 
bakteerien antibioottiherkkyyden mittaaminen (Ceri ym. 1999; Moskowitz ym. 2004; 
Caraher ym. 2006; Molina-Manso ym. 2013). Calgary-biofilmilaite sopii isojen 
näytemäärien nopeaan käsittelyyn. Allasta käytettäessä kerralla voidaan tutkia vain yhtä 
bakteeria yhdellä laimennoksella. Koska jokainen tappi on oma yksikkönsä, näytteitä 
voidaan ottaa eri ajankohtina tai tapit voidaan tarvittaessa päällystää eri tavoin. Joka kerta, 
kun kantta nostetaan, on olemassa kontaminaatioriski. Tämä on yksi 
kuoppalevysysteemien huonoista puolista. 
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Kuva 5. Calgary-biofilmilaite, jossa pohjana 96-kuoppalevy (a) tai allas (b). Kannessa 
96-kuoppalevyn kuoppiin sopivat tapit, joihin biofilmi muodostuu (muokattu 
www.innovotech.ca/documents/MBEC-Procedural-Manual-v1.1.pdf). 
 
Kuoppalevyn lisäksi biofilmi voidaan kasvattaa esimerkiksi eppendorf-putken 
(Almshawit ym. 2014) tai lasisen koeputken (Watnick ym. 2001) seinämille. Agar-
maljalla kasvatettaessa biofilmi muodostuu kiinteä-neste -rajapinnan sijasta kiinteän ja 
ilman rajalle. Biofilmi voidaan kasvattaa suoraan agarpinnalle tai väliin asettaa kalvo tai 
suodin, jonka päälle biofilmi muodostuu (Wingender ym. 2001;Gallaher ym. 2006; 
Tielen ym. 2010). Kasvatuksen jälkeen biofilmi kaavitaan irti alustasta jatkokäsittelyä 
varten. Menetelmä on käyttökelpoinen, kun tarkoituksena on tuottaa biofilmimatriksia 
esimerkiksi koostumustutkimuksia varten (Wingender ym. 2001; Tielen ym. 2006). 
 
4.2 Virtauskammio ja biofilmireaktori 
 
Avoimissa systeemeissä yritetään jäljitellä in vivo -olosuhteita antamalla ravintoliuoksen 
virrata kasvatuspinnan yli (Macía ym. 2014). Tällöin bakteereilla on jatkuvasti tarjolla 
riittävästi ravinteita. Lämpötilaa ja virtausnopeutta voidaan säädellä ja näin muuttaa 
kasvatusolosuhteita tarpeen mukaan. Yleisimmin käytetyt avoimet systeemit ovat 
virtauskammio ja biofilmireaktori. 
Virtauskammiossa perusajatuksena on että ravintoliuos tai muu neste virtaa peitinlasilla 
katetun kammion läpi (Kuva 6) (Peterson ym. 2011). Biofilmi muodostuu peitinlasin 
sisäpinnalle. Läpinäkyvä peitinlasi mahdollistaa biofilmin tarkastelun systeemiä 
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häiritsemättä. Konfokaalimikroskopia on usein käytetty kuvantamismenetelmä 
virtauskammion yhteydessä (Hentzer ym. 2001; Klausen ym. 2003). 
Konfokaalimikroskopian käyttö vaatii aina fluoresoivan kohteen joka 
biofilmitutkimuksissa toteutetaan esimerkiksi käyttämällä bakteereihin vietyä 
fluoresoivaa reportterigeeniä. Peitinlasit on mahdollista päällystää halutulla materiaalilla 
esimerkiksi bakteerien adheesiotutkimuksia varten (Busscher ym. 2008). Virtauskammio 
sopii biofilmien reaaliaikaiseen kuvantamiseen. Biofilmin kerääminen talteen 
peitinlasilta jatkotutkimuksia varten ei kaikissa laitteistoissa onnistu ja biomassan määrä 
jää usein vähäiseksi (Peterson ym. 2011). 
 
 
Kuva 6. Virtauskammiolaitteisto biofilmien kasvatusta varten.(muokattu Peterson ym. 
2011). 
 
 
Biofilmireaktorit koostuvat reaktoriastiasta, jossa biofilmin muodostus tapahtuu, sekä 
ravintoliuoksen virtauksen mahdollistavasta tekniikasta. RDR (rotating disk reactor) -
reaktoreissa astiassa oleva liuos saatetaan magneettisauvan avulla pyörivään liikkeeseen 
(Zelver ym. 2001). Ravintoliuos vaihtuu sisääntulo- ja ulosmenoaukkojen kautta. 
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Biofilmi kasvaa erillisille liuskoille, kooltaan 1,27 cm2 kappale, joita on yhdessä 
systeemissä useita. Ne voidaan valmistaa monenlaisesta materiaalista ja tarvittaessa 
päällystää. Liuskat upotetaan reaktoriastiaan pidikkeen avulla ja voidaan poistaa 
yksitellen kokeen aikana prosessia häiritsemättä. RDR -reaktorin yleisin käyttöaihe on 
bakteerien antibioottiherkkyyden mittaaminen (Hentzer ym. 2001; Boles ym. 2004). 
Toinen reaktorimalli on CCR (concentric cylinder reactor). Se koostuu 
reaktorikammiosta, joka on jaettu neljään samankeskiseen lieriömäiseen tilaan (Kuva 7A) 
sekä kansiosaan, jossa on kammion lieriöihin limittäin sopivat väliseinät (Kuva 7B) 
(Willcock ym. 2000). Ravintoliuos vaihtuu pohjaosan kautta. Saattamalla kansiosa 
pyörivään liikkeeseen saadaan simuloitua nesteen virtausta. Biofilmi kasvaa kannen 
väliseiniin. Lieriöiden erisäteisyydestä johtuen leikkausnopeus on suurin uloimmassa 
kammiossa ja pienenee keskustaa kohti mentäessä. Tätä voidaan käyttää hyväksi 
tutkittaessa leikkausnopeuden vaikutusta biofilmin muodostumiseen (Rickard ym. 2004). 
Biofilmireaktoreilla voidaan kasvattaa ja tutkia kerralla vain yhtä bakteerikantaa, mikä 
on näiden systeemien huono puoli.  
 
 
 
Kuva 7. Konsentrinen reaktori biofilmien kasvattamiseen. Pohjaosa (A) on jaettu neljään 
erilliseen osastoon, johon sopivat kannessa (B) olevat lieriöt (muokattu Willcock ym. 
2000). 
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KOKEELLINEN OSA 
 
5 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
Tutkimuksen tavoitteena oli kasvattaa biofilmi kahdella eri pintakemian menetelmällä 
sekä staattisena koeputkikasvatuksena ja verrata näiden menetelmien avulla kahden eri 
bakteerin ja niiden yhdistelmän biofilmin muodostumista. Lisäksi kokeiltiin antibiootin 
vaikutuksen näkymistä SPR:llä kasvatettussa biofilmissä. Tutkimuksessa käytetyt 
bakteerit olivat Staphylococcus pseudintermedius ja Corynebacterium auriscanis. 
Molemmat bakteerit kuuluvat koiran korvan normaalimikrobistoon, mutta ovat myös 
usein aiheuttamassa koiran ulkokorvan tulehdusta (Lyskova ym. 2007). Molemmat 
bakteerit voivat esiintyä infektioista otetuissa näytteissä yksin tai yhdessä. Mukana on 
usein myös muita bakteerilajeja tai hiiva (Merja Rantala, suullinen tiedonanto). 
S.pseudintermediuksen useimmilla kannoilla on kyky muodostaa biofilmi, joten se oli 
turvallinen valinta testibakteeriksi (Singh A ym. 2013). C.auriscanis valittiin toiseksi 
bakteeriksi johtuen sen taipumuksesta esiintyä yhdessä S.pseudintermediuksen kanssa. 
 
 
6 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
6.1. Testattavien kasvatusmenetelmien periaatteet 
 
Tässä tutkimuksessa käytetyt kvartsikidemikrovaaka (QCM) ja pintaplasmoniresonanssi 
(SPR)-spektrometria kuuluvat pintakemian analyysimenetelmiin, jotka mittaavat 
sensorin pinnalla tapahtuvia vuorovaikutuksia ja massan muutosta (Otto 2008). Niiden 
etu muihin menetelmiin on reaaliaikaisuus. Jo mittauksen aikana voidaan havaita 
biofilmin massan kehittyminen, ilman erillistä värjäystä tai kuvantamista.  
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6.1.1 QCM - kvartsikidemikrovaaka 
 
Kvartsikidemikrovaaka (QCM, quartz crystal microbalance) on reaaliaikainen, 
leimavapaa mittausmenetelmä kiinteä-ilma tai kiinteä-neste rajapinnalla tapahtuvien 
vuorovaikutusten kuten adheesion tutkimiseen. Se mittaa massan ja viskoelastisuuden 
muutosta värähtelijän pinnalla ja sopii niin nesteiden viskositeetin mittaukseen kuin 
jäykän, täysin elastisen kerroksen painon määritykseen (KSVb). Usein tutkittavat 
systeemit ovat kuitenkin näiden ääripäiden välissä ollen lähinnä viskoelastisia. 
QCM:n toiminta perustuu kvartsikiteen pietsosähköisyyteen (KSVa). Kun kiteen 
molemmin puolin asetettujen elektrodien välille luodaan jännite vaihtovirran avulla, alkaa 
se värähdellä resonanssitaajuudellaan (Kuva 8). Taajuuden lisäksi laite määrittää 
impedanssin ja laskee systeemille dissipaatio- eli vaimenemistekijän D. Perustaajuuden 
lisäksi voidaan mitata useita ylätaajuuksia. Resonanssitaajuuden ja dissipaation 
muutokset kertovat värähtelijän (kvartsikide + adsorboituneet kerrokset) massasta ja 
viskoelastisuudesta. Resonanssitaajuus on suoraan verrannollinen värähtelijän massaan, 
siten että massan kasvaessa taajuus pienenee. Tämä pätee parhaiten, kun kvartsikiteen 
päälle adsorboitunut kerros on jäykkä ja tasaisesti pinnalle jakautunut. Mitä pehmeämpi 
ja epätasaisemmin jakautunut kerros on, sitä huonommin massa on suoraan 
verrannollinen taajuuden muutokseen. Dissipaatio ilmaisee, kuinka paljon värähtelyn 
aikaansaama akustinen aalto vaimenee kulkiessaan adsorboituneiden kerrosten läpi. 
Aallon kulkiessa viskoelastisen kerroksen läpi siinä tapahtuu vaimenemista eli amplitudin 
pienenemistä, kun taas jäykkä ja tiivis kerros ei aiheuta vaimenemista juuri lainkaan. 
Myös taajuuden monikertoja voidaan käyttää hyväksi arvioitaessa adsorboituneiden 
kerrosten viskoelastisuutta. Kun eri taajuudet normalisoidaan niiden kertaluvun mukaan, 
kulkevat ne sitä paremmin samalla käyrällä, mitä jäykempi ja tiiviimpi on muodostunut 
kalvo. 
Mittausvälineistöön kuuluvat varsinaisen elektroniikan sisältävän QCM-laitteen lisäksi 
virtausyksikkö, pumppu ja termostaatti. Kvartsikide sijoitetaan virtausyksikköön, jonka 
läpi neste virtaa pumpun avulla säädettävällä nopeudella. Lämpötila saadaan 
virtauskammiossa halutuksi termostaatin avulla. Kaupallisesti saatavilla olevat 
kvartsikiteet ovat tavallisesti joko silika-(SiO2), tai kultapäällystettyjä. Niitä voidaan 
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käyttää joko sellaisenaan tai päällystää esimerkiksi polymeerillä tai vasta-aineilla (Wong 
ym. 2002; Marcus ym. 2012). Käyttämässämme virtausyksikössä neste virtasi 
vaakatasossa olevan sensorin yli. Massan kertyminen sensorin pinnalle havaitaan 
värähtelijän resonanssitaajuuden laskuna ja viskoelastisuuden kasvu dissipaation 
nousuna. 
 
 
Kuva 8. Kvartsikidemikrovaa’an toimintaperiaate. Kvartsikide (a) saatetaan 
värähtelevään liikkeeseen vaihtovirtajännitepulssien avulla (b). Resonanssitaajuuden (f) 
muutos on verrannollinen kiteen päällä olevaan massaan (c) ja dissipaation (D) muutos 
massan viskoelastisuuteen (d) (muokattu http://soft.ifs.hr/procurement-contract-signed/). 
 
 
 
6.1.2 SPR – pintaplasmoniresonanssi-spektroskopia 
 
Pintaplasmoniresonanssi (SPR) on QCM:n tavoin reaaliaikaisen seurannan mahdollistava 
leimavapaa menetelmä pinnalla tapahtuvien muutosten, kuten molekyylien välisten 
vuorovaikutusten ja ohutkalvojen ominaisuuksien seurantaan ja tutkimiseen (Taylor ym. 
2008; Bakhtiar 2013). Menetelmä perustuu metallin pinnalla esiintyvien pintaplasmonien 
kiihdyttämiseen. Se on yksi sähkömagneettisen kentän muoto, joka etenee pitkin metallin 
ja dielektrisen aineen rajapintaa. Kun valonsäde tulee korkean taitekertoimen omaavasta 
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aineesta matalan taitekertoimen aineeseen, niin tulokulman kasvaessa tapahtuu jossain 
vaiheessa valon kokonaisheijastus (Kuva 9). Tällöin matalamman taitekertoimen 
aineeseen syntyy nopeasti katoava heikko sähkökenttä (evanescent field). Tämä kenttä 
saa aikaan elektronien virittymistä metallin ja dielektrisen aineen pinnalla ja johtaa 
pintaplasmonien syntyyn. Tietyllä tulokulman arvolla tämä katoava sähkökenttä ja 
pintaplasmoni resonoivat joka havaitaan heijastuvan säteen intensiteetin minimiarvona. 
Sensorin pinnalla tapahtuvat massan muutokset havaitaan resonanssikulman muutoksena. 
 
 
Kuva 9. SPR (pintaplasmoniresonanssi) -mittausyksikön toiminta.  Laser lähettää  
p-polarisoitua valoa prisman kautta sensorille, josta se kokonaisheijastuksen kautta 
välittyy fotodetektorille. Heijastuneen valon kulma intensiteettiminimin kohdalla ajan 
funktiona muodostaa sensogrammin. Tähän kulmaan vaikuttaa sensorin pinnalle kertyvän 
massan taitekerroin. I=kulma ajan hetkellä t1, II=kulma ajan hetkellä t2 (muokattu Cooper 
2002). 
 
 
Tarvittava mittausvälineistö on samankaltainen kuin QCM:ssä, vaikka mittaustekniikka 
on erilainen. SPR:ssä pumppu, termostaatti ja virtausyksikkö ovat integroituja 
varsinaiseen mittalaitteeseen. Sensori on metallipäällystetty lasilevy, jonka lasipinta tulee 
prismaa vasten. Tutkittavat muutokset tapahtuvat metallin pinnalla. Useimmin käytetty 
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metalli on kulta. SPR:ssä sensori on pystysuorassa asennossa ja neste virtaa 
kammiotyypistä riippuen joko vasemmalta oikealle tai alhaalta ylös. Käyttämässämme 
virtauskammiossa virtauksen suunta oli alhaalta ylöspäin. Sensorin pinnalle kerääntyvä 
massa suurentaa sen taitekerrointa, joka havaitaan resonanssikulman suurenemisena 
sensogrammissa (Kuva 9). 
 
6.2 Työn suoritus 
 
6.2.1 Bakteerien valmistelu 
 
Tutkimuksessa käytettiin kahta eri bakteeria; S.pseudintermedius (kanta P-982) ja 
C.auriscanis (P-48). Molemmat kannat saatiin Helsingin Yliopiston eläinlääketieteellisen 
tiedekunnan kliinisen mikrobiologian laboratoriosta. Bakteerikannat oli eristetty koiran 
kliinisistä korvanäytteistä ja säilötty kuorittua maitoa (skim milk) sisältäviin putkiin 
-70 °C:ssa. Pakkasesta viljelyn jälkeen ne tuoreistettiin kahdesti veriagarmaljalle ennen 
käyttöä. Tiheysmääritystä varten molemmista bakteereista tehtiin laimennussarjat 0,9 % 
natriumkloridiin (NaCl) ja todettiin lukeman 0,5 McFarland asteikolla vastaavan 
bakteeritiheyttä ~108 pmy/ml. Tätä bakteeritiheyttä käytettiin kaikissa QCM- ja SPR-
mittauksissa sekä staattisessa koeputkikasvatuksessa. Tutkimuksen kuluessa bakteerit 
säilytettiin jääkaapissa veriagarmaljalla. Kannat tuoreistettiin aina ennen käyttöä 
siirrostamalla ne uudelle verimaljalle ja kasvattamalla niitä yön yli 5 % CO2 atmosfäärissä 
+ 37 °C:ssa. 
QCM- ja SPR- ajoa sekä koeputkikasvatusta varten valmistettiin edellä mainitun 
vahvuinen bakteerisuspensio BHI-liemeen (brain heart infusion, Oxoid), jota käytettiin 
myös ravintoliuoksena biofilmien kasvatuksessa. S.pseudintermediuksen ja 
C.auriscaniksen yhteiskasvatusta varten molemmista valmistettiin ensin 0,5 McFarlandin 
arvoa vastaava suspensio, joita sekoitettiin 1:1. Tällöin molempien bakteerien tiheys oli 
~0,5*108 ja suspension kokonaisbakteeritiheys ~108 pmy/ml. Molemmat bakteerit olivat 
herkkiä enrofloksasiinille planktonisessa muodossaan. S.pseudintermediukselle saatiin  
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E-testillä enrofloksasiinin MIC-arvoksi (minimum inhibitory concentration) 0,25 µg/ml 
ja C.auriscanikselle 0,19 µg/ml. 
 
6.2.2 Biofilmien kasvatusalustojen valmistelu 
 
Sekä QCM- (Q-Sense, Göteborg, Ruotsi) että SPR (Bionavis Ltk, Tampere, Suomi)  
-mittauksissa käytettiin kasvatusalustoina tehdasvalmisteisia kultapäällysteisiä sensoreita 
ja koeputkikasvatuksessa kultapäällysteistä lasilevyä, joka oli leikattu noin 1 cm x 1 cm 
kokoisiksi paloiksi. Kasvatusalustoina sensoreissa ja lasilevyissä oli toisiaan vastaava 
pinta. Sensorit ja lasilevyt puhdistettiin samalla tavalla ennen käyttöä. Tätä varten 
valmistettiin liuos, jossa oli vetyperoksidia (pitoisuus 50 %) (Sigma-Aldrich), 
ammoniumhydroksidia (28–30 %) (Sigma-Aldrich) ja puhdistettua vettä (MilliQ) 
suhteessa 1:1:5. Sensoreita ja lasilevyjä keitettiin kyseisessä liuoksessa 80–90 °C:ssa 7–
10 minuutin ajan, jonka jälkeen ne huuhdeltiin puhdistetulla vedellä ja kuivattiin 
typpikaasulla. Sensorit käytettiin heti valmistelun jälkeen. Lasilevyt säilytettiin pesun 
jälkeen 70 % etanolissa ja huuhdeltiin puhdistetulla vedellä ennen käyttöä. 
 
6.2.3 Biofilmin kasvatus ja mittaus kvartsikidemikrovaa’alla 
 
QCM-laitteen (QCM-Z500, KSV instruments Ltd, Helsinki, Suomi) mittauskammio 
täytettiin 0,9 % NaCl:lla ja annettiin lämmetä 15 minuuttia 37 °C:een lämpötilaan. Tämän 
jälkeen käynnistettiin mittaus ja jatkettiin 0,9 % NaCl:lla vielä toiset 15 minuuttia, jonka 
jälkeen nesteeksi vaihdettiin BHI. BHI:n annettiin virrata 15 minuuttia ennen bakteerien 
syöttöä. Bakteerisuspensiota ajettiin 20 minuutin ajan, jonka jälkeen vaihdettiin takaisin 
BHI:hin. Mittausta jatkettiin 20–24 tunnin ajan. NaCl:sta ja BHI:stä poistettiin ilmakuplat 
ennen mittausta sonikoimalla niitä 15 minuutin ajan. Virtausnopeus oli 70,8 µl/min, joka 
oli alhaisin mahdollinen käytetyllä laitteistolla. Mittauksen loputtua laitteisto pestiin 70 
% etanolilla ja puhdistetulla vedellä. Elektronimikroskooppista kuvantamista varten 
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mittaus keskeytettiin kullakin bakteerilla 2–3 näytteen kohdalla eri ajankohtina biofilmin 
kehittymisen seuraamiseksi. Aikapisteiksi valikoituivat 2,5, 5 ja 20–24 tuntia. 
 
6.2.4 Biofilmin kasvatus ja mittaus pintaplasmoniresonanssispektrometrialla 
 
SPR-mittauksessa (SPR Navi™ 200, BioNavis, Tampere Suomi) pyrittiin luomaan 
vertailukelpoisuuden vuoksi mahdollisimman samanlaiset ajo-olosuhteet kuin QCM:ssa. 
Virtauskammion lämpötila säädettiin 37 °C:een. Koska kammion lämpenemistä ei 
tarvitse odottaa kuten QCM:lla, aloitettiin mittaus ajamalla 0,9 % NaCl:a 15 minuuttia ja 
vaihtamalla sitten BHI:hin, jota ajettiin toiset 15 minuuttia. Ilmakuplat poistettiin 
NaCl:sta ja BHI:stä kuten QCM-mittauksen kohdalla on kuvattu. Tämän jälkeen 
syötettiin vastavalmistettua bakteerisuspensiota 20 minuuttia ja vaihdettiin takaisin 
BHI:hin loppumittauksen ajaksi. Virtausnopeudeksi säädettiin 70 µl/min. Mittauksen 
lopuksi mittausyksikkö pestiin 70 % etanolilla ja puhdistetulla vedellä. Eri bakteereilla ja 
niiden yhdistelmällä tehtyjen ajojen lisäksi altistettiin S.pseudintermediuksen ja 
C.auriscaniksen yhdistelmä enrofloksasiinille (Fenoflox 50 mg/ml, Chanelle 
Pharmaceuticals Manufacturing Ltd, Loughrea, Irlanti) pitoisuudella  
1 mg/ml joko 4,5 tunnin tai 24 tunnin kasvatuksen jälkeen. Antibioottia syötettiin 5 tunnin 
ajan, jonka jälkeen ajoliuos vaihdettiin takaisin BHI:ksi. 
 
6.2.5 Biofilmin kasvatus koeputkessa 
 
Staattisessa menetelmässä biofilmit kasvatettiin kultapintaisille lasilevyille muovisissa 
Falcon koeputkissa. Levyjen annettiin ensin seistä 20 minuuttia bakteerisuspensiossa, 
jonka jälkeen ne siirrettiin steriileihin putkiin, joihin lisättiin 10 ml BHI:tä. BHI 
vaihdettiin päiväaikaan 6 tunnin välein kaatamalla käytetty liemi pois ja pipetoimalla 
uutta tilalle. Yöllä vaihtoväli oli 12 tuntia. Biofilmien annettiin kehittyä 48 tuntia. 
Kasvatus suoritettiin molemmilla bakteereilla sekä niiden yhdistelmällä. Biofilmin 
kehittymisen seuraamiseksi ja vertaamiseksi QCM-menetelmällä muodostuneisiin 
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biofilmeihin levyjä poistettiin kasvatuksesta 2,5, 5, 24 ja 48 tunnin kohdalla. 
S.pseudintermediuksen ja C.auriscaniksen yhdessä muodostama biofilmi altistettiin 24 
tunnin kasvun jälkeen enrofloksasiinille pitoisuudella 9 mg/ml 4 tunnin ajaksi, jonka 
jälkeen se vaihdettiin puhtaaseen putkeen, lisättiin BHI-lientä ja annettiin kasvaa vielä 48 
tuntiin asti.  
 
6.2.6 Kasvatusalustojen kuvantaminen pyyhkäisyelektronimikroskopialla (SEM) 
 
Osa QCM-sensoreista ja kaikki koeputkikasvatuksen lasilevyt kerättiin ajon jälkeen 
pyyhkäisyelektronimikroskooppista (SEM) kuvantamista varten. Sensorit poistettiin 
laitteistosta heti ajon jälkeen ennen sen tyhjennystä ja pesua. Ne fiksoitiin seoksessa joka 
sisälsi 2,5 % glutaraldehydiä ja 2 % paraformaldehydiä 0,1 M natriumfosfaattipuskurissa. 
Niitä pidettiin fiksaatioliuoksessa tunnin ajan 37 °C vesihauteessa, jonka jälkeen ne 
siirrettiin jääkaappiin. Vuorokauden jälkeen fiksaatioliuos vaihdettiin 0,1 M 
natriumfosfaattipuskuriin, jossa sensorit säilytettiin loppukäsittelyyn asti jääkaapissa. 
Kuvantamista varten fosfaattipuskurissa säilytetyt sensorit pestiin kahdesti samalla 
puskuriliuoksella, jonka jälkeen suoritettiin osmikaatio eli annettiin seistä 
fosfaattipuskuriin valmistetussa 1 % OsO4:ssa (osmiumtetraoksidi) 60 minuuttia. Sensorit 
pestiin fosfaattipuskurilla ja dehydroitiin asteittain väkevöityvillä etanoliliuoksilla (50 %, 
70 % ja 96 %), kolme minuuttia kullakin vahvuudella ja tämän jälkeen absoluuttisella 
etanolilla kahdesti viiden minuutin ajan. Tämän jälkeen sensorit upotettiin 
heksametyylisilatsaaniin, jonka annettiin haihtua kokonaan. Juuri ennen kuvantamista 
sensorit päällystettiin platinalla. Kuvantaminen ja näytteiden loppukäsittely suoritettiin 
Helsingin yliopiston bioteknologian instituutin elektronimikroskopian yksikössä. 
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7 TULOKSET 
 
7.1 Biofilmin kasvatus QCM ja SPR laitteissa 
 
Sekä QCM että SPR menetelmillä saatiin kasvatettua biofilmi. QCM -laite mittaa 
samanaikaisesti sekä resonanssitaajuuden että dissipaation muutosta. Taajuudessa nähtiin 
ensin nousu, huipun osuessa noin 2,5–3 tunnin kohdalle, jonka jälkeen alkoi tasainen 
massan kasvusta kertova lasku (Kuva 10a). Dissipaatiossa nähtiin suunnilleen samoin 
ajoittuva lyhyt nousu ja notkahdus ennen tasaista nousuvaihetta viskoelastisuuden 
lisääntyessä biofilmin kasvun myötä (Kuva 10b).   
 
 
Kuva 10. Staphylococcus pseudintermediuksen biofilmin kehittyminen QCM-laitteella 
mitattuna. Laite mittaa samanaikaisesti sekä värähtelytaajuuden muutosta (a) että 
värähtelyn vaimenemista (b). Kuvaajat ovat kolmen mittauksen keskiarvoja ± SD. 
Bakteerisuspension syöttö alkoi ajanhetkellä 0.  
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SPR -mittauksissa seurattiin sekä resonanssikulman (sensogrammi) että heijastuvan 
valon intensiteetin muutosta ajan funktiona (Kuva 11). Arvot mitattiin kahdella eri 
aallonpituudella (783 nm ja 668 nm). Ensimmäisten 6–10 tunnin aikana havaittiin sekä 
resonanssikulmassa että intensiteetissä jyrkkä nousu ja sitä seuraava lasku. Tämän jälkeen 
intensiteetti tasaantui lähes lähtötasolle, kun taas resonanssikulma lähti tasaisesti 
nousemaan. Resonanssikulman muutoksessa ei suuria eroja aallonpituuksien välillä 
nähty, mutta intensiteetin muutos oli suurempi 783 nm aallonpituudella.  
 
 
Kuva 11. Staphylococcus pseudintermediuksen biofilmin kasvu SPR-laitteella kahdella 
aallonpituudella (668 nm ja 783 nm) mitattuna. Kuvaajat (resonanssikulma (a) ja 
intensiteetti (b)) ovat kolmen mittauksen keskiarvoja ± SD. Bakteerisuspension syöttö 
alkoi ajanhetkellä 0. 
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SPR:llä mitattaessa havaittiin, että resonanssikulma alkoi tasaisesti nousta pian 
bakteerisuspension syötön aloittamisen jälkeen ja jäi lähtötasoa korkeammalle 
bakteerisuspension syötön jälkeen ajoliuoksen vaihtuessa takaisin BHI:ksi (Kuva 12). 
 
 
Kuva 12. Resonanssikulman muutos bakteerisuspension syötön aikana ja noin 30 
minuuttia sen jälkeen SPR:llä. Kuvaaja on yhdestä mittauksesta Staphylococcus 
pseudintermediuksella. Bakteerisuspension syöttö tapahtui nuolenpäiden väliin 
sijoittuvan 20 minuutin aikana. 
 
 
7.2 Biofilmin muodostuminen eri bakteerilajeilla 
 
Molemmilla menetelmillä mitattuna nähtiin eroa C.auriscaniksen ja 
S.pseudintermediuksen kyvyssä muodostaa biofilmi. Biofilmejä kasvatettiin 
vuorokauden ajan. QCM -menetelmällä ero bakteerien välillä oli selkeämpi kuin SPR:ssä 
(Kuvat 13 ja 14). QCM:lla ei havaittu C.auriscaniksen kohdalla juuri lainkaan taajuuden 
laskua verrattuna S.pseudintermediukseen (Kuva 13). Dissipaatiokuvaaja vahvisti saman 
asian. SPR:llä mitattaessa C.auriscaniksen resonanssikulma ja intensiteetti alkoivat 
nousta vuorokauden lopulla, joka voi olla merkki hitaasta kasvusta ja biofilmin 
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kehittymisestä myöhemmin. Tätä ei kuitenkaan tukenut QCM:lla tehty yksittäinen 48 
tunnin mittainen ajo, jonka aikana taajuus ja dissipaatio pysyivät edelleen yhtä matalina 
kuin ensimmäisenkin vuorokauden aikana. S.pseudintermediukseen verrattuna 
C.auriscaniksen biofilmin muodostus oli heikompaa. 
 
 
Kuva 13. Corynebacterium auriscaniksen (harmaa), Staphylococcus 
pseudintermediuksen (ohut musta) ja niiden yhdistelmän (paksu musta) biofilmin kasvu 
QCM -laitteessa. Kuvaajat ovat kolmen mittauksen keskiarvoja ± SD.  
45 
 
 
Kuva 14. Corynebacterium auriscaniksen (piste-katko), Staphylococcus 
pseudintermediuksen (yhtenäinen) ja niiden yhdistelmän (katko) biofilmin 
resonanssikulman (a) ja heijastuneen valon intensiteetin (b) muutos SPR-laitteella 
mitattuna 783 nm aallonpituudella. Kustakin bakteerista on esitetty kolmen mittauksen 
keskiarvo ± SD.  
 
 
C.auriscaniksen ja S.pseudintermediuksen välinen vuorovaikutus havaittiin molemmilla 
menetelmillä (Kuvat 13 ja 14). Käytetyistä kahdesta menetelmästä ero näkyi selkeämmin 
QCM -mittauksissa, joissa kahden bakteerin yhdistelmä tuotti massaltaan suuremman ja 
viskoelastisemman biofilmin kuin S.pseudintermedius yksin. SPR -kuvaajissa ero ei ollut 
yhtä selvä ja vuorokauden lopussa resonanssikulman muutos oli lähes yhtä suuri kahden 
bakteerin yhdistelmällä kuin S.pseudintermediuksella yksin. Bakteerien väliset erot olivat 
samankaltaiset molemmilla mitatuilla aallonpituuksilla. 
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SEM-kuvantamisen avulla varmistettiin, että QCM-laitteella saadut vasteet johtuivat 
bakteerikasvusta ja biofilmin muodostumisesta. Kuvassa 15 on vuorokauden ikäinen 
bakteerikasvusto molemmilla bakteereilla erikseen ja bakteerien yhdistelmällä. Niistä 
havaitaan että kun S.pseudintermedius on täyttänyt jo koko pinnan, niin C.auriscaniksella 
on vain hajanaisia pesäkkeitä. Kun bakteereita kasvatettiin yhdessä, huomattiin 
stafylokokkeja ja korynebakteereita olevan keskenään lähes yhtä suuret määrät. 
C.auriscanis näyttäisi selkeästi hyötyvän yhteiselosta S.pseudintermediuksen kanssa. 2,5 
tunnin ja 5 tunnin kohdalla otetuissa SEM-kuvissa näkyi bakteerikasaumia, mutta ei vielä 
kasvuston leviämistä tai biofilmin muodostusta (Liite 1). 
     
     
Kuva 15. SEM-kuva 5000 kertaisella suurennoksella vuorokauden ikäisestä biofilmistä 
QCM -sensorilla: Corynebacterium auriscanis (a), Staphylococcus pseudintermedius (b), 
C.auriscanis + S.pseudintermedius (c) sekä 10 000 kertainen suurennos 
S.pseudintermediuksesta (d), jossa näkyy bakteerisoluja yhdistävää 
ekstrasellulaarimatriksia.  
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7.3 Virtauskammio vs. staattinen kasvatus koeputkessa 
 
Molempia bakteereita ja niiden yhdistelmää kasvatettiin koeputkessa 48 tunnin ajan 
staattisissa olosuhteissa, joissa biofilmin annettiin kehittyä seisovassa ravintoliuoksessa. 
Ravintoliuosta vaihdettiin määräajoin, jotta ravinteiden loppuminen ei vaikuttaisi 
biofilmin kehittymiseen. Ero virtaavassa nesteessä kasvaneeseen biofilmiin oli selkeä. 
Kun 24 tunnin kasvatuksen jälkeen virtaavissa olosuhteissa S.pseudintermedius sekä 
bakteerien yhteisviljelmä olivat muodostaneet jo pinnan peittävän maton, niin seisovassa 
nesteessä nähtiin suuria paikallisia bakteeriaggregaatteja (Kuva 16, sivu 48). 48 tunnin 
kohdalla molemmat kasvustot olivat jo levittäytyneet koko pinnalle, mutta pinnan 
peittävyys oli edelleen pienempi kuin virtausolosuhteissa. C.auriscanis oli 48 tunnin 
jälkeen myöskin levittäytynyt koko pinnalle, mutta bakteereita oli harvassa. 24 tunnin 
kuva puuttuu näytteen kontaminoitumisen takia. Kaikissa 24 ja 48 tunnin kuvissa nähdään 
bakteerisolujen lisäksi vaaleaa ainesta solujen välisessä tilassa. 
 
7.4 Antibiootin vaikutus biofilmiin 
 
Enrofloksasiinin vaikutuksen ilmenemistä SPR-menetelmällä kokeiltiin C.auriscaniksen 
ja S.pseudintermediuksen yhteisesti muodostamaan biofilmiin. Enrofloksasiinia 
annosteltiin viiden tunnin ajan, siten että biofilmi oli ehtinyt kehittyä joko 4,5 tuntia tai 
24 tuntia. Kummassakaan tapauksessa ei nähty massan vähenemistä antibiootin 
vaikutuksesta (Kuva 17, sivu 49). 4,5 tunnin jälkeen aloitettua antibioottiannostelua 
seurattiin sen lopettamisen jälkeen 16 h. Biofilmin massa lähti antibiootin jälkeen 
jatkamaan tasaista kasvuaan. 
Enrofloksasiinin vaikutusta S.pseudintermediuksen ja C.auriscaniksen yhteiseen 
biofilmiin testattiin myös koeputkessa annoksella 9 mg/ml neljän tunnin ajan. Heti neljän 
tunnin annostelun jälkeen otetussa SEM-kuvassa ei nähdä bakteerikasvua, mutta jo 20 
tuntia myöhemmin on vähäistä kasvua nähtävissä (Kuva 18, sivu 49). 
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Kuva 16. Biofilmin kehittyminen staattisessa kasvatuksessa koeputkessa BHI-
ravintoliemessä: S.pseudintermedius 24 h (a) ja 48 h (b), C.auriscanis + 
S.pseudintermedius 24 h (c) ja 48 h (d) sekä C.auriscanis 48 h (e).  
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Kuva 17. Biofilmin altistuminen enrofloksasiinille: vaikutus resonanssikulmaan (a) ja 
intensiteettiin (b) SPR-laitteella. Corynebacterium auriscaniksen ja Staphylococcus 
pseudintermediuksen yhdessä muodostama biofilmi altistettiin enrofloksasiinille 5 tunnin 
ajan pitoisuudella 1 mg/ml, aloittaen joko 4,5 tunnin kohdalla (katkoviiva, valkoinen 
kolmio) tai 24 tunnin kohdalla (yhtenäinen viiva, musta kolmio).  
 
        
Kuva 18. SEM-kuva bakteerikasvusta koeputkessa enrofloksasiinialtistuksen (9 mg/l) 
jälkeen S.pseudintermediuksen ja C.auriscaniksen yhteisviljelmässä heti neljän tunnin 
annostelun jälkeen (a) ja 48 tunnin kohdalla (b). 
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8 POHDINTA 
 
8.1 Biofilmin kasvun toteaminen ja seuranta pintakemian menetelmillä 
 
QCM ja SPR ovat reaaliaikaisia analyysimenetelmiä, jotka perustuvat sensorin pinnalla 
tapahtuviin massan muutoksiin. Molemmissa menetelmissä on mittauskammio, jossa on 
jatkuva nestevirtaus. QCM:ssa massan lisääntyminen sensorin pinnalla aiheuttaa 
muutoksen värähtelijän (sensori + siihen kiinnittynyt massa) resonanssitaajuudessa. 
Muutoksen suuruuteen ja suuntaan vaikuttaa massan suuruuden lisäksi, sidoksen lujuus 
sensorin pinnan ja massan välillä. Jäykkä tiiviisti alustaan kiinnittynyt massa alentaa 
resonassitaajuutta, mutta pehmeä tai viskoelastinen materiaali ei käyttäydy yhtä 
suoraviivaisesti (Marcus ym. 2012; Olsson ym. 2011). SPR -spektrometria puolestaan 
perustuu sensorin pinnalle kertyvän massan aiheuttamaan taitekertoimen muutokseen, 
joka johtaa resonassikulman siirtymään sidoksen laadusta riippumatta (Taylor ym. 2008). 
Molemmilla menetelmillä saatiin mitattua kasvua toistettavasti ja kasvu oli tasaista 
ensimmäisen kymmen tunnin jälkeen. Kasvatuksen alkuvaiheen tapahtumat ajoittuivat 
QCM ja SPR -menetelmissä eri ajankohtiin. Kyse voi olla eri ilmiöstä tai 
virtausolosuhteiden eroavaisuuksista menetelmien kesken. QCM ja SPR laitteiden 
kammioiden erilaisesta muodosta ja tilavuudesta johtuen virtaavan nesteen aiheuttama 
leikkausjännitys muodostuu erisuuruiseksi, vaikka käytetty virtausnopeus olisi 
molemmilla menetelmillä sama (Viitala ym. 2012).   
QCM:lla havaittiin alussa resonanssitaajuuden nousu, jonka huippu ajoittui noin 2,5–4 
tunnin (10 000-15 000 sekunnin) kohdalle. Samankaltaisia tuloksia on raportoitu 
aiemminkin (Olofsson ym. 2005:Olsson ym. 2011), mutta myös sellaisia, joissa 
resonanssitaajuus lähtee laskemaan heti bakteerien syötön jälkeen (Schofield ym. 2007; 
Chen M-Y ym. 2010). Pinnalle vasta kiinnittymässä oleva bakteerisolu ei muodosta heti 
kiinteää sidosta pinnan kanssa, vaan käyttäytyy kuten jousen päässä kiinni oleva 
värähtelijä, joka havaitaan QCM -mittauksissa resonanssitaajuuden nousuna (Dybward 
1995; Olsson ym. 2011; Marcus ym. 2012). Bakteerien adheesion lujittuessa 
resonanssitaajuus kääntyy laskuun. Samaan ajankohtaan osuu myös notkahdus 
dissipaatiossa, joka kuvaa massan viskoelastisuutta. Tämä voi johtua siitä, että alustaan 
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ensin löyhästi kiinnittynyt bakteerimassa vaihtuu hetkeksi kiinteäksi kerrokseksi sensorin 
pinnalle, jolloin sen pehmeys ja viskoelastisuus hetkellisesti pienenee. Tästä eteenpäin 
resonanssitaajuus pienenee ja dissipaatio suurenee tasaisesti mittauksen loppuun saakka.  
SPR:llä on tehty aikaisemmin lähinnä bakteerien adheesioon liittyviä tutkimuksia, mutta 
yhtään pitkäkestoisempaa biofilmin kehittymiseen liittyvää tutkimusta ei löytynyt 
(Jenkins ym. 2004; Geoghegan ym. 2010; Pranzetti ym. 2012).  Tässä tutkimuksessa saatu 
kuvaaja voidaan jakaa kolmeen vaiheeseen. Resonanssikulman nousu bakteerisuspension 
syötön aikana kertoo sensorin pinnalle adhesoituneen bakteerisoluja. Samankaltaisia 
kuvaajia on saatu myös aiemmissa tutkimuksissa (Geoghegan ym. 2010; Pranzetti ym. 
2012). Tätä seuraa resonanssikulman nousu ja lasku, kunnes alkaa kolmas vaihe, jossa 
kasvu on tasaista. Resonanssikulman nousun kohtaan ajoittuu myös heijastuneen valon 
intensiteetin nousu ennen sen palaamista lähes lähtötasolleen. Bakteerien adheesion 
jälkeen yksittäiset bakteerit alkavat jakaantua ja muodostaa mikrokolonioita (Klausen 
ym. 2003; Yarwood ym. 2004). Sensorin pinta ei tällöin ole tasainen, vaan karkea ja 
epätasainen, jossa pintaplasmonien eteneminen on häiriintynyt (Kolomenski ym. 2009). 
Tämä johtaa yhtäaikaiseen resonanssikulman ja heijastuneen valon intensiteetin 
suurenemiseen. Intensiteetin kasvun on todettu olevan voimakkaampaa suuremmilla 
aallonpituuksilla, kuten oli myös nyt saaduissa tuloksissa. Biofilmien on todettu 
kehittyvän pinnan peittäväksi matoksi noin 8–14 tunnissa, joka sopii ajoitukseltaan tässä 
tutkimuksessa saatuun kuvaajaan (O’Toole ja Kolter 1998; Hentzer ym. 2001; Yarwood 
ym. 2004; Waite ym. 2005). Nyt tehdyssä tutkimuksessa resonanssikulman ja 
intensiteetin huippu oli noin kahdeksan tunnin kohdalla. Mikrokolonioiden suurentuessa 
ja bakteerien levitessä sensorin pinnalla ja alkaessa tuottaa ektrasellulaarimatriksia, pinta 
alkaa vähitellen tasoittua pintaplasmonien kulkua ajatellen ja intensiteetti palautuu 
lähtötasolle mikä tapahtui noin 12 tunnin kohdalla. Resonanssikulma alkaa vasta tässä 
vaiheessa ilmentää todellista sensorin pinnalla olevaa massaa. 
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8.2 Biofilmien vertailu bakteerilajien kesken 
 
Kun bakteerilajien kasvua ja biofilmin kehittymistä verrattiin käytettyjen menetelmien 
avulla, todettiin että C.auriscanis ei 24 tunnissa muodosta yksin ollessaan juurikaan 
biofilmiä. S.pseudintermedius puolestaan muodosti biofilmin myös yksin. Kun näitä 
bakteereita kasvatettiin yhdessä, ne muodostivat massaltaan suuremman, mutta 
bakteeritiheydeltään harvemman biofilmin kuin S.pseudintermedius yksin. 
Yhteiskasvatuksessa bakteereita esiintyi lukumääräisesti suunnilleen saman verran 
toisiinsa verrattuna. Massojen ero (S.pseudintermedius yksin versus yhteiskasvu) oli 
selkeämpi QCM:lla mitattuna kuin SPR:llä. 
S.pseudintermediuksella tiedetään olevan kyky muodostaa biofilmi ja useimmat sen 
kannoista ovat joko vahvoja tai keskivahvoja biofilmin muodostajia (Singh A ym. 2013). 
C.auriscaniksen kyvystä muodostaa biofilmi ei ole tehty tutkimusta. Korynebakteereilla 
yleensä biofilmin muodostuskyky vaihtelee lajeittain ja kannoittain (Kwaszewska ym. 
2006). Yksi adheesioon vaikuttava tekijä on pinnan hydrofiilisyys tai hydrofobisuus 
suhteessa bakteerin pinnan ominaisuuksiin (Marcus ym. 2012; Pranzetti ym. 2012). 
C.auriscanis on luokiteltu ei-lipofiiliseksi, mutta bakteerin seinämän sisältämien 
mykolihappojen ja pitkäketjuisten rasvahappojen takia se todennäköisesti on enemmän 
hydrofobinen kuin hydrofiilinen (Collins ym. 1999). Tutkimuksessa käytetty 
hydrofiilinen kultapinta ei täten ehkä ollut C.auriscaniksen adheesiolle otollisin. Yhdessä 
S.pseudintermediuksen kanssa C.auriscanis pystyi tälläkin alustalla kasvamaan ja 
lisääntymään.  
C.auriscanista tavataan lähinnä koirien iho- ja korvatulehdusten yhteydessä ja se esiintyy 
näytteissä harvoin ainoana lajina (Aalbӕk ym. 2010; Boynosky ja Stokking 2015). 
Korvatulehduksissa se esiintyy useimmiten yhdessä S.pseudintermediuksen tai 
Malasssezia pachydermatis -hiivan kanssa (Aalbӕk ym 2010). Ihotulehduksissa otetuissa 
näytteissä lajikumppanien kirjo voi olla laajempi, mutta usein kumppanina on jokin 
stafylokokkilaji (Boynoski ja Stokking 2015). C.auriscanis näyttää tämän tutkimuksen 
perusteella hyötyvän toistaiseksi tuntemattomalla mekanismilla S.pseudintermediuksen 
seurasta, mutta yhteisvaikutuksen luonnetta ei voida nyt saatujen tulosten perusteella 
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määrittää.  Myöskään ei voida sanoa hyötyvätkö molemmat osapuolet yhteiselosta 
tasapuolisesti. Tämän selvittämiseksi tarvitaan lisätutkimuksia. 
 
8.3 Kasvatusolosuhteiden vaikutus biofilmin kehittymiseen 
 
Biofilmin muodostumista erilaisissa olosuhteissa verrattiin kasvattamalla se koeputkessa, 
jossa neste ei liiku tutkittavaan pintaan nähden. QCM ja SPR menetelmissä biofilmi 
muodostuu olosuhteissa, joissa on jatkuva nestevirtaus. Osa QCM-sensoreista ja kaikki 
koeputkessa kasvatetut lasilevyt kuvannettiin elektronimikroskooppisesti, jolla samalla 
varmennettiin biofilmin muodostuminen. SEM -näytteiden käsittelyyn kuuluu näytteen 
kuivatus, jolloin biofilmistä poistuu veden muodossa valtaosa sen massasta. Samalla se 
menettää geelimäisen ja kolmiulotteisen rakenteensa (Sutherland 2001; Alhede ym. 
2012). Elektronimikroskooppikuvaan jäävät vain bakteerit sekä veteen liukenemattomien 
polymeerien jäänteet, jotka nähdään bakteereita yhdistävinä säikeinä sekä taustasta 
vaaleina erottuvina juosteina. 
24 tunnin kasvatuksen jälkeen virtaavissa olosuhteissa S.pseudintermedius -bakteerisolut 
olivat levittäytyneet koko pinnan alueelle. Samassa ajassa koeputkessa kasvatettuna 
nähtiin isoja bakteerisoluaggregaatteja sekä jäänteitä ekstrasellulaarimatriksista, joita 
voidaan pitää merkkinä biofilmin muodostumisesta (Parsek ja Singh 2003). 48 tunnin 
koeputkikasvatuksen jälkeen bakteerit olivat levittäytyneet koko pinnalle, tosin 
harvempana kasvustona kuin virtaavassa nesteessä 24 tunnissa. C.auriscaniksen ja 
S.pseudintermediuksen yhteiskasvusto käyttäytyi samoin kuin S.pseudintermedius yksin. 
C.auriscaniksella kasvu oli hidasta molemmissa tapauksissa. 
Nesteen virtauksella on merkitystä biofilmin muodostumiselle. Jo bakteerien 
adheesiovaiheessa on nesteen virtaamisella ja virtausnopeudella todettu olevan 
merkitystä (Schofield ym. 2007; Zagorodko ym. 2015). Kun nesteen annettiin virrata 
koko bakteerien syötön ajan, tuli biofilmistä paksumpi kuin jos virtaus pysäytettiin täksi 
ajaksi (Schofield ym. 2007). E.colilla tehdyssä tutkimuksessa liian suuri tai liian pieni 
virtausnopeus vähensi bakteerien adheesiota (Zagorodko ym. 2015). Toisaalta kovempi 
54 
 
virtaus saa ajan mittaan biofilmin kiinnittymään alustaan lujemmin (Stoodley ym. 2002). 
Virtaus myös edistää bakteerisolujen levittäytymistä pinnalle hajottamalla ja levittämällä 
bakteeriaggregaatteja (Dunsmore ym. 2002; Rupp ym. 2005). S.aureuksella virtaus 
vaikutti matriksin polysakkaridirakenteen muodostumiseen siten, että ilman virtausta 
polysakkaridia ei muodostunut lainkaan. Virtauksen lisääntyessä myös polysakkaridin 
muodostuminen lisääntyi ja ekstrasellulaarimatriksin rakenne monimutkaistui (Weaver 
ym. 2012). Grampositiivisilla bakteereilla quorum sensing -järjestelmän aktivoituminen 
vaikuttaa aggregaattien hajoamiseen (Yarwood ym. 2004). Kun bakteerien erittämän 
autoinduktorin määrä ympäröivässä nesteessä ylittää määrätyn konsentraation, se 
aiheuttaa bakteerien irtoamista ja siirtymistä uuteen paikkaan. Tämä voi olla yksi tapa, 
jolla bakteerit levittäytyvät alustalla seisovassa nesteessä. Tätä ilmiötä on saattanut 
hidastaa BHI:n vaihto 6–12 tunnin välein, jolloin jo eritetyt autoinduktorimolekyylit on 
poistettu biofilmiä ympäröivästä nesteestä. 
 
8.4 Enrofloksasiinin vaikutus biofilmiin 
 
Lopuksi haluttiin vielä tutkia alustavasti, kuinka antibiootin mahdollinen vaikutus 
biofilmissä oleviin bakteereihin näkyisi SPR:n sensogrammissa. Antibiootiksi valittiin 
enrofloksasiini, jolle molemmat bakteerit todettiin olevan herkkiä planktonisessa 
muodossaan. Annos (1 mg/l) päätettiin tarkoituksella suureksi verrattuna määritettyihin 
MIC-arvoihin, jotta mahdollinen vaikutus saataisiin näkyviin ja koe suoritettiin 
molempien bakteerien yhdessä muodostamalle biofilmille. Biofilmissä ei tapahtunut 
massan vähenemistä 4,5 tunnin eikä 24 tunnin ikäisessä kasvustossa. Biofilmi, joka oli 
saanut kehittyä vain 4,5 tuntia ennen antibioottia, jatkoi kasvuaan annostelun jälkeen. 
Samoin olisi todennäköisesti käynyt 24 tuntia kasvatetulle biofilmille, jos sitä olisi 
seurattu pidempään.  
Enrofloksasiinin vaikutusta molempien bakteerien yhdessä muodostamaan biofilmiin 
kokeiltiin myös koeputkessa pitoisuudella 9 mg/l. Tämä on eläindermatologien 
käyttämän ex tempore -enrofloksasiinikorvatipan vahvuus (Riitta Seppänen, suullinen 
tiedonanto 2016). 24 tunnin ikäisestä biofilmistä kuolivat lähes kaikki bakteerit 4 tunnin 
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antibiootin annostelun aikana. Seuraavien 20 tunnin aikana ei bakteerikasvua juurikaan 
havaittu. SPR -mittaukset oli tarkoitus suorittaa samalla 9 mg/l pitoisuudella, mutta 
enrofloksasiinin huomattiin kiteytyvän voimakkaasti BHI-liemessä kyseisellä 
pitoisuudella. SPR-laitteen tukkeutumisen estämiseksi päädyttiin mittaukset tekemään 
pienemmällä pitoisuudella. Enrofloksasiinialtistusta koeputkessa ei uusittu pienemmällä 
pitoisuudella aikataulullisista syistä. Näin ollen saadut tulokset koeputkikasvatuksen ja 
SPR-menetelmän välillä eivät ole vertailukelpoisia. 
Enrofloksasiini on fluorokinoloneihin kuuluva antibiootti, joka vaikuttaa solun 
jakautumisessa tarvittaviin DNA-topoisomeraaseihin II ja IV (Trouchon ja Lefebvre 
2016). Fluorokinolonien on todettu diffundoituvan suhteellisen vapaasti 
ekstrasellulaarimatriksin läpi ja saavuttavan siellä olevat bakteerit (Souli ja Giamarellou 
1998; Singh R ym. 2010). Noin 35 % enrofloksasiinista sitoutuu plasmassa proteiineihin, 
joten osa annoksesta on saattanut sitoutua laimennosliuoksena käytetyn BHI:n sisältämiin 
proteiineihin (Bidgood ja Papich 2005). Laskennallisesti enrofloksasiinin vapaa pitoisuus 
olisi kuitenkin pitänyt olla riittävä vaikutuksen aikaansaamiseksi. Mahdollisesti 
annosteluaika oli liian lyhyt tappamaan riittävää määrää bakteereita ja eläviä soluja jäi 
runsaasti jatkamaan kasvua. SPR:llä on aikaisemmin tutkittu antibioottiherkkyyttä 
bakteereilla, joiden ei annettu muodostaa biofilmiä (Chen H-f ym. 2011). Tuolloin nähtiin 
eroa antibiootille herkkien ja resistenttien kantojen välillä. Jatkossa antibiootti kannattaisi 
ehkä laimentaa puskuriliuokseen proteiineihin sitoutumisen poissulkemiseksi. 
 
8.5 Tutkimusmenetelmien rajoitukset 
 
Suurimmaksi ongelmaksi molemmissa pintakemian menetelmissä muodostui 
ilmakuplien kertyminen mittauskammioon BHI -liuoksen sonikaatiosta huolimatta. 
Ongelma korostuu pitkissä mittauksissa. Sen lisäksi että ilmakuplat vääristävät vastetta 
molemmilla käytetyillä menetelmillä, ne saattavat irrottaa bakteereita alustastaan 
(Sharma ym. 2005). Biofilmin kehittyminen täysin kypsäksi voi kestää useita 
vuorokausia, josta ensimmäiset 12–24 ovat eksponentiaalisen kasvun vaihetta (Watnick 
ym. 2001; Borriello ym. 2004; Oliver-Kozup ym. 2011). Tämän vuoksi olisi tärkeää että 
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kasvatus- ja mittausmenetelmä mahdollistaisi useamman vuorokauden mittaiset ajot. 
Tässä tutkimuksessa ajot kestivät korkeintaan 24 tuntia, jolloin biofilmi ei saavuttanut 
enimmäispaksuuttaan eikä täydellistä kypsyyttä. Lisäksi suuria näytemääriä käsiteltäessä 
QCM ja SPR ovat hitaita menetelmiä, koska niissä voidaan kasvattaa vain yksi näyte 
kerrallaan. Biofilmiä muodostuu sensorille massaltaan vain pieniä määriä, joten 
menetelmät eivät sovellu käytettäväksi jos tarkoitus on kerätä muodostunutta biofilmiä 
talteen jatkotutkimuksia varten. 
Biofilmien tutkimusmenetelminä QCM ja SPR eivät korvaa kuvantamista, koska vaste ei 
kummallakaan menetelmällä anna tietoa biofilmin rakenteesta eikä erottele eläviä 
bakteereita kuolleista. Tämän vuoksi kyseiset menetelmät eivät ehkä ole paras vaihtoehto 
antibioottien tutkimiseen. Antibiootit tappavat bakteerit, mutta eivät pysty hajottamaan 
biofilmin matriksia, jolloin välitöntä muutosta massassa ei nähdä. Antibiootteja parempi 
tutkimuskohde pintakemian menetelmille voisivat olla antibiofilmiset aineet, jotka 
hajottavat ekstrasellulaarimatriksia ja johtavat täten massan muutokseen. Toinen 
mahdollinen tutkimuskohde olisivat erilaiset pinnoitteet, joilla estetään bakteerien 
adheesio esimerkiksi lääkinnällisiin laitteisiin (Olofsson ym. 2005).  
Käyttämämme kultapinta ei ole todellisuudessa todennäköisin bakteerien adheesion 
kohde. Realistisempi tilanne saadaan aikaan päällystämällä sensori jollakin todellisuutta 
muistuttavalla polymeerillä, kuten oli tarkoitus tässäkin tutkimuksessa tehdä. Sensorit oli 
tarkoitus päällystää fibronektiinillä, johon muun muassa stafylokokkien tiedetään 
herkästi kiinnittyvän (Vergara-Irigaray ym. 2009; Pietrocola ym. 2015). Fibronektiinin 
annettiin polymerisoitua itsestään sensorin päälle fosfaattipuskuriliuoksessa. QCM  
-mittauksen aikana se kuitenkin irtosi, joko virtauksen tai bakteerien adheesion 
aiheuttamien voimien johdosta. Sama ilmiö on havaittu aiemminkin ja jotta fibronektiini 
pysyisi kiinni metallipinnassa, tulisi pinnoittaminen tehdä kemiallisesti (Kandel ym. 
2014).  
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9 JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Tutkimuksen tavoitteena oli kasvattaa biofilmi QCM - ja SPR -menetelmillä 
toistettavasti. Tämä onnistui molemmilla menetelmillä. Massan kasvu ei kummallakaan 
menetelmällä ollut suoraviivaista. Biofilmin kehityksen alkuvaiheeseen liittyi 
mittausmenetelmästä riippuvaisia poikkeamia, jotka tulee ottaa huomioon menetelmiä 
käytettäessä. QCM:lla poikkeama johtuu bakteerien adheesion lujuudesta ja SPR:llä 
sensorin pinnan epätasaisuudesta kasvun alussa. QCM- ja SPR-laitteissa biofilmi kehittyy 
olosuhteissa, joissa jatkuva nestevirta aiheuttaa leikkausjännitystä ja tuo jatkuvasti uutta 
ravintoa bakteereille. Tällä on merkitystä biofilmin kehittymiselle. Menetelmillä 
pystyttiin havaitsemaan myös ero kahden eri bakteerin biofilmin muodostamiskyvyssä, 
joka varmistettiin elektronimikroskopiakuvantamisella. Tämä oli ensimmäinen kerta kun 
biofilmin muodostumista on vertailtu samoilla bakteereilla ja parametreilla QCM ja SPR 
-menetelmillä. QCM- ja SPR -menetelmillä pystytään kasvattamaan biofilmi ja 
havaitsemaan eroja biofilmin muodostamiskyvyssä bakteerien välillä. Menetelmien 
mahdolliset käyttökohteet tulevaisuudessa ovat bakteerien adheesiota estävien 
materiaalien ja pinnoitteiden tutkiminen sekä biofilmiä hajottavien lääkeaineiden etsintä.  
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LIITTEET 
 
LIITE 1 Bakteerien kasvu 2,5 tunnin ja 5 tunnin kohdalla QCM:llä kasvatettuna  
 
      
     
a) S.pseudintermedius 2,5 tunnin kasvatuksen jälkeen, b) S. pseudintermedius 5 tunnin 
kasvatuksen jälkeen, c) S.pseudintermedius ja C.auriscanis 2,5 tunnin jälkeen, d) 
S.pseudintermedius ja C.auriscanis 5 tunnin jälkeen. 
 
 
